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Abbreviations 
°C degree Celsius  
µm micrometre  
111In Indium 111  
2-IT 2-iminothiolane  
Å Angstrom  
a.a. aminoacid  
Ab antibody  
AcOEt ethyl acetate  
AFM atomic force microscopy  
Alloc allyloxycarbonyl  
aq. aqueous  
Ar Argon  
Boc tert-butoxycarbonyl  
C carbon  
CH2Cl2 dichloromethane  
CNS carbon nanostructure  
CNT carbon nanotube  
CO carbon monoxide  
DIEA N,N-diisopropylethylamine  
DiOC6 3,3′-dihexyloxacarbocyanine iodide  
DMF N,N-dimethylformamide  
DMSO dimethylsulfoxide  
DOS density of states  
DTNB 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)  
DTPA diethylenetriaminepentaacetic acid or diethylenetriaminepentaacetic 
 dianhydride 
DWCNT double-walled carbon nanotube  
EDC·HCl N-ethyl-N′-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride  
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid  
ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry  
Et2O diethyl ether  
Fab’ antigen-binding fragment  
FITC fluorescein isothiocyanate  
GFLG glycine-phenylalanine-leucine-glycine  
h hour/hours  
H2 hydrogen (molecular)  
H2O water  
H2SO4 sulphuric acid  
HCl hydrochloric acid  
He Helium  
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid  
HNO3 nitric acid  
HOBt 1-hydroxybenzotriazole  
IC50 half maximal inhibitory concentration  
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ID injected dose  
IgG immunoglobulin G  
IgG-SH thiol-bearing immunoglobulin G  
KMnO4 potassium permanganate  
MALDI-TOF-MS matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
 spectrometry 
MeOH methanol  
MFI mean fluorescence intensity  
min minute/minutes  
mm millimetre  
MW microwave or molecular weight  
MWCNT multi-walled carbon nanotube  
N2 Nitrogen (molecular)  
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NaOH sodium hydroxide  
NHS N-hydroxysuccinimide  
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PBS phosphate buffered saline  
Pd(PPh3)4 palladium tetrakis  
p-HCHO paraformaldehyde  
Pht phthalimide  
PI propidium iodide  
PyAOP (7-azabenzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium 
 hexafluorophosphate 
r.t. room temperature  
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SO3 sulphuric anhydride  
SPR surface plasmon resonance  
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SWCNT single-walled carbon nanotube  
TB trypan blue  
Tc Technetium  
TEA triethylamine  
TEM transmission electron microscopy  
TFA trifluoroacetic acid  
TGA thermogravimetric analysis  
TGA-MS TGA-coupled mass spectrometry  
THF tetrahydrofuran  
TLC thin layer chromatography  
TM-AFM tapping mode-AFM  
UV-vis-NIR ultraviolet-visible-near infrared  
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Abstract 
Nanotechnology underwent a very rapid development in the last decades, thanks to the 
invention of different  techniques  that allow  reaching  the nanoscale. The great  interest  in  this 
area arises from the variety of possible applications in different fields, such as electronics, where 
the miniaturization  of  components  is  a  key  factor,  but  also medicine.  The  creation  of  smart 
systems able to carry out a specific task in the body in a controlled way, either in diagnosis or in 
therapy,  is  the ultimate  goal of  a newborn  area of  research,  called nanomedicine.  In  fact,  to 
reach such an outstanding objective, a nanometre‐sized vector is needed and carbon nanotubes 
(CNTs) are among the most promising candidates. 
The  aim  of  this  thesis was  to  study  this  opportunity,  and  in  particular,  the  possible 
application of carbon nanostructures for drug delivery. 
In  the  Introduction  (Chapter  1),  an  overview  on  CNTs  is  given,  explaining  their main 
features  and  the  key  issues  associated  with  their  manipulation.  The  different  existing 
possibilities  for  CNT  functionalization  are  described,  focusing  the  attention  on  the  covalent 
approaches  exploited  in  this  thesis,  namely  oxidation  and  subsequent  amidation  of  carboxyl 
groups,  and  1,3‐dipolar  cycloaddition  of  azomethine  ylides.  The  main  characterization 
techniques  used  are  then  described,  illustrating  their  advantages  and  their  limitations. 
Subsequently,  the  very  controversial  issue  of  CNT  toxicity  is  analysed,  in  terms  of  possible 
consequences to CNT exposure and risk for the workers in the field. Finally, a detailed account of 
the existing literature on CNT application for drug delivery is given, underlining the drawback of 
non‐covalent approaches, and then focusing on the different targeted strategies studied so far in 
CNT‐based nanomedicine. 
In  Chapter  2,  a  study  on  shortening  of  single‐walled  carbon  nanotubes  (SWCNTs)  is 
presented,  as  a  strategy  to  obtain  a more  soluble material,  quite  important  for  any medical 
application.  Two  different  options  are  explored.  In  the  first  part,  an  oxidative  treatment  of 
SWCNTs,  with  a  mixture  of  oleum  and  nitric  acid,  is  described,  reporting  a  detailed 
characterization,  for  the  production  of  shortened  and  disentangled  CNTs,  bearing  carboxyl 
groups, with a big  improvement  in dispersibility. Subsequently, an alkaline  treatment,  for  the 
removal of  the amorphous carbonaceous material  introduced with  the oxidation,  is  shown.  In 
addition, a laser‐mediated re‐pristinization of the oxidized SWCNTs is reported for the first time. 
Abstract 
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In the second part of Chapter 2, a mechanochemical shortening of SWCNTs is presented, 
as an alternative to the wet chemistry approach. Different complementary characterizations of 
the  SWCNTs  obtained  are  shown,  to  highlight  the  very  interesting  possibility  to  control  the 
quality of the final product, by tuning experimental conditions. 
In Chapter 3, the covalent conjugation of CNTs and antibodies  (Abs)  is presented, with 
the aim of  studying  two different opportunities. Abs could mediate  the  specific  targeting of a 
CNT‐based nanovector with possible applications  in both  therapy and diagnosis. On  the other 
hand,  CNTs  could mediate  the  cellular  uptake  of  Abs,  thus  paving  the  way  to  a  variety  of 
unexplored  intracellular, Ab‐based,  therapeutic possibilities. The preparation of different kinds 
of  covalent  Ab‐CNT  conjugates  is  described,  with  both  double‐walled  carbon  nanotubes 
(DWCNTs) and multi‐walled carbon nanotubes (MWCNTs), using either the whole Ab or smaller 
fragments.  Moreover,  a  double  functionalization  strategy  is  reported,  for  the  simultaneous 
introduction  of  a  probe,  required  for  biological  studies.  Different  complementary 
characterizations of  the  conjugates  are presented,  to prove  the  effectiveness of  the  covalent 
strategy  and  the  preserved  capability  of  the  Ab,  bound  to  CNTs,  to  specifically  recognize  its 
antigen. Also, some preliminary biological data are shown. 
In  Chapter  4,  the  functionalization  of  both  fullerene  C60  and  CNTs,  either  pristine  or 
oxidized, is presented, for studying the delivery of the antineoplastic drug doxorubicin. The drug 
is  attached  either  directly  or  introducing  a  cleavable  peptidic  sequence  to  trigger  its  release 
inside cells. A detailed account on  the adopted synthetic procedure  is reported,  together with 
the spectroscopic characterization of all the constructs. Furthermore, preliminary biological data 
on the fullerene derivatives are presented. 
In conclusion, the present thesis reports the covalent modification of different kinds of 
CNTs,  described  in  a  critical way, with  the  aid  of many  characterization  techniques.  All  the 
different constructs prepared could find an application in nanomedicine, giving a contribution to 
the understanding and the development of this fascinating and promising field. 
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Riassunto 
Le  nanotecnologie  si  sono  sviluppate molto  rapidamente  negli  ultimi  decenni,  grazie 
all’invenzione  di  un  crescente  numero  di  tecniche  che  permettono  di  lavorare  su  scala 
nanometrica.  Il  grande  interesse  in  quest’area  trae  origine  dalle  sue  svariate  possibili 
applicazioni  in  diversi  campi,  quali  l’elettronica,  dove  la  miniaturizzazione  ha  un  ruolo 
fondamentale, ma la medicina. Infatti, lo sviluppo di un sistema ‘intelligente’ capace di eseguire 
un  compito  specifico  all’interno  del  nostro  organismo  in  modo  controllato,  sia  in  campo 
diagnostico che terapeutico, è lo scopo di una nuova branca della ricerca, la nanomedicina. Per 
raggiungere un così notevole obiettivo, è necessario un vettore di dimensioni nanometriche, e i 
nanotubi di carbonio (CNTs) rappresentano uno dei migliori candidati. 
Lo  scopo di questo  lavoro di  tesi era  lo  studio di questa opportunità e,  in particolare, 
della possibile applicazione di nanostrutture di carbonio per la veicolazione di farmaci. 
Nell’Introduzione (Capitolo 1), viene fatta una breve panoramica sui CNTs, spiegando le 
loro più importanti caratteristiche e le questioni fondamentali associate alla loro manipolazione. 
Vengono  descritte  le  diverse  possibilità  esistenti  per  la  funzionalizzazione  dei  CNTs, 
concentrandosi soprattutto sugli approcci covalenti sfruttati  in questa tesi, ossia  l’ossidazione e 
la conseguente amidazione dei gruppi carbossilici così introdotti, e la cicloaddizione 1,3‐dipolare 
di  ilidi  azometiniche.  Sono  poi  trattate  le  principali  tecniche  di  caratterizzazione  impiegate, 
illustrandone  i vantaggi e  le  limitazioni.  In  seguito viene affrontato  il  tema molto  controverso 
della tossicità dei CNTs, in termini di possibili conseguenze a una loro esposizione e di rischio per 
chi lavora in questo campo. Infine viene fatto un dettagliato resoconto della letteratura esistente 
sull’applicazione dei CNTs per  la veicolazione di  farmaci, ponendo  l’accento  in particolare sugli 
svantaggi  connessi  agli  approcci  non‐covalenti,  e  focalizzando  poi  l’attenzione  sulle  diverse 
strategie di indirizzamento specifico studiate a oggi nella nanomedicina con i CNTs. 
Nel Capitolo 2, viene presentato uno studio sull’accorciamento di nanotubi di carbonio a 
parete singola (SWCNTs), come strategia per ottenere un materiale con migliori caratteristiche di 
solubilità, estremamente  importante per qualsiasi  applicazione biomedica. Vengono esplorate 
due diverse possibilità. Nella prima parte,  si descrive  il  trattamento ossidativo di SWCNTs con 
una miscela di oleum e acido nitrico, e  la  loro completa caratterizzazione, per  la produzione di 
nanotubi accorciati e disaggregati, recanti  funzioni carbossiliche, con un grande miglioramento 
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nella  dispersibilità.  In  seguito  viene  descritto  un  trattamento  basico  per  la  rimozione  delle 
impurezze  carboniose  amorfe  introdotte  dall’ossidazione.  In  aggiunta,  viene  riportato  per  la 
prima volta un fenomeno di ri‐pristinizzazione dei SWCNTs ossidati, mediante trattamento laser. 
La seconda parte del Capitolo 2 riguarda  l’accorciamento meccano‐chimico di SWCNTs, 
come  alternativa  all’approccio  in  soluzione.  Vengono  mostrate  diverse  caratterizzazioni 
complementari  dei  SWCNTs  ottenuti,  sottolineando  la  possibilità,  molto  interessante,  di 
controllare la qualità del prodotto finale variando le condizioni sperimentali. 
Il Capitolo 3 tratta  la coniugazione covalente di CNTs e anticorpi  (Abs), con  lo scopo di 
valutare  due  diverse  opportunità.  Gli  anticorpi,  infatti,  possono  mediare  l’indirizzamento 
specifico  di  un  nanovettore  a  base  di  CNTs,  con  possibili  applicazioni  terapeutiche  e 
diagnostiche. Viceversa, i CNTs possono mediare l’internalizzazione cellulare degli Abs, aprendo 
così  la  strada  a  svariate  possibilità  terapeutiche  a  livello  intracellulare,  a  oggi  inesplorate.  La 
preparazione di diversi coniugati covalenti Ab‐CNT viene descritta, utilizzando nanotubi a parete 
doppia (DWCNTs) o multipla (MWCNTs), e sia Abs interi, sia frammenti degli stessi. Inoltre viene 
descritta una doppia funzionalizzazione dei CNTs, volta a introdurre simultaneamente una sonda 
necessaria  per  gli  studi  biologici.  Vengono  poi  presentate  diverse  caratterizzazioni 
complementari dei coniugati, per dimostrare  l’efficacia della  strategia covalente adottata, e  la 
preservata  capacità  dell’Ab  legato  ai  CNTs  di  riconoscere  il  suo  specifico  antigene.  Infine, 
vengono presentati alcuni risultati biologici preliminari. 
Nel  Capitolo  4,  viene  descritta  la  funzionalizzazione  del  fullerene  C60  e  dei  CNTs,  sia 
pristine  che  ossidati,  per  lo  studio  della  veicolazione  della  doxorubicina,  un  farmaco 
antineoplastico.  Il  farmaco  viene  legato  sia  in  maniera  diretta  che  indiretta,  mediante 
l’introduzione  di  una  catena  peptidica  scindibile  a  livello  intracellulare,  al  fine  di mediarne  il 
rilascio. Viene  data  una  dettagliata  descrizione  delle  procedure  sintetiche  adottate,  oltre  alla 
caratterizzazione  spettroscopica  di  tutti  i  composti  preparati.  Infine  vengono  illustrati  i  primi 
risultati biologici ottenuti sui derivati fullerenici. 
In conclusione,  il presente  lavoro di  tesi descrive  la  funzionalizzazione di diversi  tipi di 
CNTs mediante  un  approccio  covalente,  con  un’analisi  critica  dei  risultati,  tramite  l’utilizzo  di 
svariate  tecniche di caratterizzazione. Tutti  i derivati preparati  trovano potenziale applicazione 
nel campo della nanomedicina, contribuendo alla comprensione e allo sviluppo di questa scienza 
così affascinante e promettente. 
  
1.1 
field
com
atte
the 
arom
ther
Cha
givin
(DW
of ca
the 
CNT
Figu
of 
Carbon nan
The rapi
s  rendered
munity. Thi
ntion on the
present thes
atic conjug
efore subjec
pter 1.2.2). T
g raise to d
CNTs) up to
. 0.35 nm.  
The coili
angle betwe
 will depend
re 1. Graph
rolling up of
otubes 
d developm
  this  mater
s paragraph 
 key issues r
is work. CN
ated netwo
ted to a cur
he number 
ifferent kind
 generic mu
ng up direct
en C‐C bond
 on this ang
ical explanat
 a CNT. Thus
Intr
ent of carbo
ial  not  as 
gives a brie
elated to CN
Ts are tubul
rk as  they a
vature, with
of cylinders 
s of CNTs, na
lti‐walled CN
ion of the g
s and the a
le. 
ion of the ch
, each CNT c
two
oduc
n nanotube
much  unkn
f overview 
Ts, necessa
ar structure
re  in graphi
 important
that constit
mely single
Ts (MWCNT
raphene she
xis of the tu
iral vector θ
an be descr
 examples d
tion
s (CNTs)‐bas
own  as  fe
to  remind  t
ry as a backg
s made of o
te, but  rolle
consequenc
ute a CNT ca
‐walled CNT
s), where th
et determin
be can vary
 of a CNT. T
ibed by the c
epicted. 
 
ed technolo
w  years  ag
heir main  fe
round for th
nly carbon a
d up  in a cy
es in the che
n vary from
s (SWCNTs),
e distance b
e different k
, and the so
 
he vector re
ouple of val
gy in many 
o  for  the 
atures and 
e comprehe
toms arrang
lindrical sh
mical react
 only one to
 double‐wal
etween two
inds of CNT
‐called chir
fers to the d
ues (n,m), a
 
1 
different 
scientific 
to  focus 
nsion of 
ed in an 
ape, and 
ivity (see 
 several, 
led CNTs 
 walls is 
. In fact, 
ality of a 
irection 
s in the 
Chapter
2 
 
T
Figure 1
former h
with 0° <
tube inc
a  comm
chiral ve
or  chira
example
exist.1 
being  sc
ballistic 
stability,
addresse
irreprod
mean ge
of  a  CN
syntheti
content 
structur
pentago
other th
Figure 2
T
pristine 
 1 
hus, differe
. The two ex
aving θ = 0
 θ < 30° are
reases. The 
on  vocabula
ctor. In fact,
l  CNTs  are 
 of small dia
Additionally,
attered.  Th
transport an
Besides  the
 together w
Nevertheles
d by the re
ucibility. In f
tting the sa
T  sample, 
c  process.  T
(i.e. metal a
es  are  vac
ns/heptagon
an carbon.2 
. Example o
strain. Note 
he other b
CNTs  are  i
nt kinds of 
tremes of th
° and m=0, 
 defined as c
description o
ry, but ma
 infinite‐len
semi‐condu
meter tube
 as a result 
e  absence 
d it allows t
se  unique  e
ith extremel
s  they  still 
search  in th
act, buying 
me product
that  make 
his  variabili
nd carbona
ancies,  i.e. 
s interrupti
f pentagons
the change 
ig  limitation 
nsoluble  in 
CNTs are de
e huge vari
and the  latt
hiral. Of cou
f this featur
inly because
gth armchair
cting,  even 
s, where the
of the 1‐D n
of  scattering
he nanotube
lectronic  pr
y high tensil
present  to 
e field. One
the same kin
. This  lack o
it  subjected
ty  is  associa
ceous impur
incomplete
ng the hexa
/heptagons 
in tube chira
associated w
water  and 
scribed acco
ety of possib
er with θ = 
rse, with in
e is importa
  electronic 
 SWCNTs ar
though  the
 curvature p
ature of CN
  of  the  ele
 to conduct
operties,  id
e strength a
date  some 
 of the majo
d of CNTs b
f reliability  i
  to  too  ma
ted with  C
ities) and pr
  bonding 
gonal netwo
defect in the
lity between
ith CNT re
in  any  orga
rding to a c
ilities are zi
30° and n = 
creasing n a
nt not only t
properties  v
e metallic, w
se  are  not 
lays an imp
Ts, electron
ctrons  duri
 without diss
eal  CNTs  ex
nd elasticity
important  d
r problems
y the same s
s probably d
ny  unpredi
NT  length, 
esence of d
defects,  top
rk (Figure 2
 
 hexagonal 
 left and rig
search  is the
nic  solvent
hiral vector
gzag and arm
m ≠ 0. In‐be
nd/or m, the
o define dif
ary  a  lot de
hereas infin
strict  rules. 
ortant role, 
s can be co
ng  conducti
ipating ene
hibit  chemi
. 
rawbacks  t
  is related to
upplier doe
ue to the b
ctable  varia
diameter,  ch
efect. The p
ological  ch
), and dopin
CNT networ
ht side of th
ir poor disp
,  and  a  fun
, as explaine
chair CNTs
tween, all C
 diameter o
ferent CNTs 
pending on
ite‐length z
In  the  case
some except
nducted wit
on  is  know
rgy as heat. 
cal  and  the
hat  need  t
 batch‐to‐b
s not necess
ig heteroge
bles  during
irality,  imp
ossible defe
anges,  suc
g with elem
k, inducing l
e defect. 
ersibility. In
ctionalizatio
d  in 
, the 
NTs 
f the 
with 
  the 
igzag 
  for 
ions 
hout 
n  as 
rmal 
o  be 
atch 
arily 
neity 
  the 
urity 
ctive 
h  as 
ents 
ocal 
 fact 
n  is 
  
requ
1.2)
deve
The 
and 
gas 
prop
SWC
carb
Amo
CNT
proc
carb
tech
prec
and 
of SW
1.2 
hand
For 
of  fu
can 
furth
ired in orde
. 
Differen
loped for fu
first two me
form CNTs a
phase and it
er  metallic 
NTs. Usual 
onaceous m
ng the thre
s  and  can 
esses  have 
on  monoxi
nique  explo
ursor. The p
C for the CN
CNTs with
CNT functio
As  alrea
ling. In fact
this reason, 
nctionalizat
be  introduc
er modifica
Figure 3
r to improve
t synthetic t
llerene synt
thodologies
t high temp
 takes place
catalyst  ca
impurities  d
aterial othe
e different s
be  scaled  u
been  devel
de  dispropo
its  carbon 
rocess take
T growth o
 diameters r
nalization
dy mention
, as produce
in most case
ion,  the  str
ed to  increa
tions. 
. Non‐covale
 dispersibilit
echniques e
hesis, laser 
 involve high
erature (tho
at relatively
n  switch  fro
eriving  from
r than the d
ynthetic me
p  to  indust
oped,  amon
rtionation 
monoxide  (C
s place at 8
n the iron na
anging from
ed,  CNT  us
d, they are 
s, a chemic
ong  inter‐tu
se solubility
nt (a) and co
y for a bette
xist for CNTs
ablation and
‐power ene
usands of Ce
 low temper
m  the  pro
  the  synth
esired CNTs
thods, CCV
ry  level  be
g which  on
process  (Hi
O)  as  the 
00‐1000°C t
noparticles
 0.7 to 1.4 n
efulness  is 
not soluble i
al modificat
be  interacti
  in certain s
valent (b) a
r manipulat
. The main 
 catalytic ca
rgy to vapo
lsius), while
atures (500
duction  of 
etic  process
, represente
D provides a
cause  of  th
e  of  the mo
PCO),  used
carbon  sour
hrough the 
. Optimized 
m, with a go
strongly  hin
n water and
ion is neede
ons are  red
olvents, and
pproaches f
ion of the m
ones are arc
rbon vapour
rize solid‐sta
 CCVD uses 
‐1000 °C). In
MWCNTs  to
  are metall
d mainly by
 better cont
e  lower  co
st  famous 
for  produ
ce,  and  Fe(
disproportio
conditions le
od level of p
dered  by  th
 in all comm
d prior to ap
uced. Moreo
 to provide
or CNT funct
Intr
aterial  (see
 discharge, o
 deposition 
te carbon (g
carbon prec
 general the
  the  produ
ic  nanoparti
 amorphous
rol  in the g
sts.  Differe
is  the  high‐
cing  SWCNT
CO)5  as  the
nation of C
d to the pr
urity. 
e  difficulty
on organic 
plication. B
ver,  specifi
 an anchor 
 
ionalization
oduction 
3 
 Chapter 
riginally 
(CCVD).3 
raphite) 
ursors in 
 use of a 
ction  of 
cles  and 
 carbon. 
rowth of 
nt  CCVD 
pressure 
s.4  This 
  catalyst 
O to CO2 
oduction 
  in  their 
solvents. 
y means 
c groups 
point for 
. 
Chapter 1 
4 
 
The  main  distinction  to  be  underlined  when  speaking  of  CNT  functionalization  is 
between non‐covalent and  covalent approaches  (Figure 3). They both present pros and  cons, 
which should be carefully  taken  into account when deciding which  is  the best route  to  follow, 
according to the desired application. 
1.2.1 Non‐covalent functionalization 
Among non‐covalent CNT  functionalization strategies, one possibility  is based on small 
aromatic molecules, bound to the tubes by means of π‐π stacking,5 while another one  is based 
on the wrapping of polymeric molecules around the tubes. The  latter method can  involve both 
biological macromolecules, such as nucleic acids,6  lipids7 or peptides8 and synthetic polymers,9 
and  it  occurs  via  π‐π  stacking  and/or  van  der Waals  interactions.  Another,  quite  particular, 
approach for the non‐covalent modification of CNTs is the filling of their inner cavity.10 The main 
advantage  of  the  non‐covalent  modification  of  CNTs  is  that  the  electronic  and  mechanical 
properties of the tubes are preserved. Therefore this should be the first choice when CNTs are 
exploited  in  fields  such  as molecular  electronics. On  the other hand,  the drawback of  a non‐
covalent approach is the possible reversibility of the bonds involved, which can result in the loss 
of  the  functionalization.  This  risk  needs  to  be  considered  for  example  in  the  case  of most 
biomedical applications, since it is difficult to exactly foresee the fate of a non‐covalently bound 
molecule when  the  functionalized  CNTs  are  administered  in  vivo.  For  this  reason,  a  covalent 
approach  should  be  preferred  if  CNTs  will  serve  as  drug  delivery  system,  as  in  the  work 
presented in this thesis. 
1.2.2 Covalent functionalization 
The reactivity of CNTs  in terms of covalent chemistry on the C backbone  is due to  local 
strain,  which  is  caused  by  two  main  reasons:  the  first  one  is  the  curvature‐induced 
pyramidalization of the conjugated carbon atoms, and the second is the π orbital misalignment 
between adjacent pairs of conjugated carbon atoms.11 Since pyramidalization angle gives a good 
measure of the local weakening of π‐conjugation and of the strain energy of pyramidalization, it 
appears clear why this effect is quite important for fullerenes and for CNTs caps, that are like an 
hemi‐fullerene, while  it  carries  less weight  in  the  case  of  the  flatter  CNT  sidewalls  (Figure  4, 
upper part). 
On  the  other  hand,  π  orbital misalignment  accounts  for  strain  in  CNT  sidewall much 
more  than  in  fullerenes, where  it  is  very  little  (in  fullerene  C60  π  orbitals  alignment  is  even 
perfect) (Figure 4, lower part). 
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Herein  the attention will be  focused mainly on oxidation of CNTs and  the  subsequent 
defect site chemistry, and on 1,3‐dipolar cycloaddition of azomethine ylides, widely exploited in 
this thesis. 
1.2.2.1 Oxidation and defect site chemistry 
The most common way to oxidize CNTs involves acid treatments, with sonication of CNTs 
in  concentrated  acid mixtures, where  nitric  acid  or  hydrogen  peroxide  plays  the  role  of  the 
oxidative agent.19 Also other oxidative agents have been used, such as phosphomolybdic acid,20 
potassium permanganate,21 or oxygen O2, by heat treatment of the CNTs in O2 atmospheres.22 
CNTs are oxidized with multiple aims, mainly purification and shortening.  In  fact, CNTs 
are  typically  synthesized  with  poly‐disperse  micrometre  lengths,  bound  together  into 
macroscopic entangled  ropes, and  they  contain metallic  impurities, deriving  from  the  catalyst 
used during their synthesis. Many applications, however, require  individual short CNTs, void of 
metallic  impurities.  Oxidative  treatments  reduce  metal  content  due  to  the  removal  of  the 
amorphous  carbon  usually  covering metallic  particles,  or  the  etching  of  CNTs  caps when  the 
particles  are  still  inside  them,  and  the  subsequent  oxidation  of  the metal  to  soluble  species, 
which are  then easily removed. Moreover, as a result of chemical oxidation,  the ends and  the 
sidewalls of CNTs are covered with oxygen containing groups, mainly carboxylic groups, useful 
for further derivatization.23 The process of the oxidation of CNTs can be described as step‐wise 
with (i) an  initial attack on the originally existing reactive sites, such the terminal fullerene‐like 
caps, and the heptagon‐pentagon defects, which carry the higher strain, (ii) a defect‐generation 
step, when additions  to hexagon π bonds  take place, generating new defects, and  introducing 
hydroxyl  groups,  then  further  oxidized  to  carboxyl  groups,  and  (iii)  a  defect‐consuming  step, 
when the graphene structure around the defect sites  is broken, and the tube  is cut. Depending 
on the strength of the conditions, oxidation can stop at the first step, thus attacking only already 
existing defects, or proceed with  the generation of new defects and  finally with  the cutting of 
the nanotubes. A detailed  study of diameter‐dependent oxidative  stability  confirmed  a direct 
relationship  between  diameter  and  reactivity,  as  expected  on  the  basis  of  what  has  been 
previously explained in this chapter. Studying the resonant Raman radial breathing mode (RBM), 
the authors clearly showed that smaller diameter tubes are more easily air‐oxidized than larger 
diameter ones.24 
As  already  anticipated,  the  introduction  of  carboxylic  groups  allows  a  further 
derivatization  of  CNTs.  Esterification  and  amidation  reactions  are  in  fact  widely  exploited 
possibilities  for  the covalent modification of oxidized CNTs,  since  they usually permit  to easily 
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evident difference in the line‐shape between semiconducting SWCNTs, which give a Lorentzian‐
like peak  (as G+) and metallic ones, where the peak  is broadened, due  to the presence of  free 
electrons.32 This difference can be clearly appreciated comparing the spectra depicted in Figure 
6a: when using 532 nm laser, mainly metallic tubes are in resonance, due to their M11 transition 
(see Figure 5 in Chapter 1.3.1), and in fact the G‐ line‐shape is  much broader than in the case of 
the 785 nm laser, which is instead in the semiconductor S22 transition region. 
Another important  Raman feature is the D band, whose position is at around 1300 cm‐1, 
and  it  shifts  to higher wavenumbers  as  the  laser excitation energy  is  increased. This mode  is 
associated with disorder, i.e. with the sp3‐hybridized carbon atoms present in the tube or in the 
carbonaceous  impurities.  Therefore,  it  is  often  used  to  evaluate  the  structural  quality  of 
SWCNTs,  expressed  usually  as  D/G  ratio. Moreover,  the  full‐width‐at‐half‐maximum  (FWHM) 
intensity of the D‐band of the various carbon  impurities  is generally much broader than that of 
CNT D‐band, and thus D‐band line‐width could give an indication of the SWNCT purity level.33 
Other  less significant bands are  typically present  in a SWCNT Raman spectrum, due  to 
overtone modes of single bands or combinations of different ones. Among them the strongest 
one  is usually the G’ band. The name of this band  is misleading, since  it derives from graphite, 
where this mode is usually the second strongest after the G mode, but it is actually the overtone 
of the defect‐induced D mode,  even though being present even in defect‐free nanotubes. 
The  main  changes  that  could  be  appreciated  in  a  SWCNT  Raman  spectrum  upon 
chemical modification are the following: 
‐  loss  or  decrease  of  some  RBM  bands,  due  to  destruction  or  extensive modification  of  the 
corresponding kind of CNTs; 
‐ change  in the D/G ratio, due to modification of sp3/sp2 carbon atoms ratio (an  increased D/G 
ratio could give a quali‐quantitative information on the degree of covalent functionalization, but 
it could also be due to increased amorphous carbon content); 
‐ change  in the FWHM  intensity of the D‐band, according to the amorphous carbon content of 
the sample, as already explained; 
‐  change  in  the  baseline  height  (a  great  content  of  amorphous  carbon  can  give  a  strong 
fluorescence, perturbing the Raman spectrum). 
A  big  drawback  of  the  two  characterizations  just  described  is  that  their  usefulness  is 
usually limited  to SWCNTs. 
In  fact, MWCNT  UV‐vis‐NIR  absorption,  deriving  from  the  overlap  of many  different 
contributions  in each  tube, does not  result  in  the  typical well‐defined van Hove  features of a 
SWCNT spectrum, and thus it cannot give information on CNT covalent functionalization. 
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Concerning Raman, MWCNTs  do  not  present  defined  RBM,  being  each  tube made  of 
several concentric walls. Moreover,  the D band  is quite  intense, often more  than  the G‐band, 
because of the high extent of defects usually present in MWCNTs. Consequently, it is difficult to 
appreciate an  increase  in  the D/G  ratio due  to  functionalization. For DWCNTs  the  situation  is 
intermediate  between  single  and multi‐walled  CNTs  and  it  is  normally  possible  to  appreciate 
RBM and D/G ratio variations. 
1.3.3 Thermogravimetric analysis (TGA) 
TGA  is an analytical  technique  for determination of  the  thermal stability of a material. 
The  weight  of  the  sample  is  recorded,  while  heating  it  in  a  furnace  under  a  controlled 
atmosphere, which can be either  inert (using gases as N2 or He), or oxidative (using air or pure 
O2). 
In  the  latter  case  CNT  combustion  takes  place  usually  between  400  and  600°C, 
depending  on  different  factors,  and  resulting  in  the  formation  of  CO2.  CNT  combustion 
temperature, easily determined as the maximum  in the first derivative (see Figure 4  in Chapter 
2.1),  depends  on  different  factors.  For  example,  smaller  diameter  nanotubes  are  believed  to 
oxidize at lower temperature due to higher curvature strain. The same effect could be given by 
defects  in  the  CNT  structure.  Also  the  presence  of metal  particles  could  lower  combustion 
temperature,  since  they can catalyse carbon oxidation.34 Furthermore,  it  is possible  to use air 
TGA to determine the metal content of a sample, since the residual weight after completeness 
of CNT combustion is ascribable to metals in their oxidized form. 
On the other hand, in the case of TGA run under inert atmosphere, CNTs are stable up to 
ca. 800°C, and  therefore  it  is possible  to ascribe  the weight  loss at  lower  temperatures  to  the 
organic material present  in  the sample,  thus estimating  the degree of  functionalization after a 
chemical modification of CNTs. Nevertheless,  it  is  important  to underline  that also amorphous 
carbonaceous  species possibly present  in  a CNT  sample  could burn  in  the  same  temperature 
range,  and  this  fact  should  be  taken  into  account  when  using  TGA  measurements  for 
quantitative characterization. 
1.3.4 TGA‐coupled mass spectrometry (TGA‐MS) 
  The possibility offered by MS‐TGA  is quite  interesting: a mass  spectrometer has been 
coupled to the vent‐hole of the TGA furnace,  in order to analyse the gaseous material evolving 
during  the experiment,  thus giving precious  information on what  is going on.  In  this case,  the 
TGA analysis should be performed in He, thanks to its low molecular weight (4), so that the mass 
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spectrometer could screen all the masses with molecular weights bigger than 4. Otherwise the 
signal given by  the gas would completely saturate  the  instrument.  It  is  important  to point out 
that the mass spectra obtained are not like normal ones. In fact a massive fragmentation occurs 
during  TGA,  and  so  very  small  fragments  are  produced.  In  a  typical  analysis  a  big  CO2  peak 
appears in correspondence of every combustion taking place, associated with a decrease in the 
O2 signal (inert gas cylinders always contain some), which is being consumed by the combustion 
itself. However, also higher molecular weight peaks appear, making it possible to determine the 
presence of  certain molecules  if  very  characteristic  fragments are produced  (see  Figure 5b  in 
Chapter  2.1)  or by  comparison of  the pattern obtained with  known  samples  (see  Figure  5  in 
Chapter 4.2). 
1.3.5 Transmission electron microscopy (TEM) 
TEM is a major tool for the morphological characterization of CNTs. A TEM image derives 
from the  interference of the sample, deposited onto a grid, with an electron beam transmitted 
through  it. Thus, metal particles  interfere more, producing  spots with higher contrast. On  the 
other hand,  individual SWCNTs are usually very difficult to visualize (with a non‐high resolution 
TEM), due to the low contrast with the grid surface, which is usually made of carbon. Bundles of 
SWCNTs  instead,  as well  as DWCNTs  or MWCNTs,  can  be  easily  detected  providing  different 
useful information, such as CNT length and diameter, together with a rough assessment of their 
purity,  in  terms  of metals  and  amorphous material  content.  Regarding  the  evaluation  of  the 
dispersibility of a sample, it should be underlined that, during the drying procedure that follows 
the deposition of  the CNT dispersion on  the grid, CNTs can easily  re‐aggregate. Therefore  the 
TEM analysis do not provide reliable information on their original aggregation state. 
1.3.6 Atomic force microscopy (AFM) 
AFM  is  a  particular  kind  of  Scanning  Probe Microscopy, which  consists  in  scanning  a 
sharp tip (radius of curvature = 3‐50 nm) over a surface and detect one or more probe/surface 
interactions. In AFM the result is a topographical image of the surface. The tip is mounted on a 
flexible cantilever, allowing it to follow the surface profile, and its deflection is measured using a 
laser  spot  reflected  from  the  top  surface of  the cantilever  into an array of photodiodes. AFM 
could be performed  in Contact Mode, when the tip actually touches the surface, thus possibly 
moving objects or damaging soft samples, in Non‐Contact Mode, when the tip scans the surface 
at a certain distance, with a consequent lower resolution, and in Tapping Mode (TM), when the 
tip is oscillated rapidly against the surface during scanning, and the microscope extrapolates the 
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Therefore  results  should always be considered as  referred  to  the particular kind of CNTs  they 
have been obtained with, and could not be generalized. 
When considering CNT  toxicity  it  is  important  to distinguish among  (i) biocompatibility 
related to possible biomedical application of CNT‐based systems, and (ii) safety related to CNT 
manipulation by all the workers in the field. In the first case it will be referred to processed CNTs, 
likely administered  in solution via  injection  (this  topic will be reviewed  later, see Chapter 1.5),  
while in the second case the main risk is related to inhalation, and it refers not only to processed 
CNTs but, primarily, to pristine ones. 
Pristine MWCNTs  have  been  compared  to  asbestos,  since  they  tend  to  form  fibrous 
aggregates whose dimensions (in the micrometre range) and shape are similar to those reported 
to be carcinogenic for asbestos. Once the latter non‐degradable and bio‐persistent particles are 
inside  the body,  they deposit. Thus, unsuccessful  inflammation and  scavenging occur  towards 
them  (frustrated phagocytosis),  leading  to continuous oxidative stress. Furthermore,  there  is a 
contribution, given by iron impurities in the samples, that accelerates the generation of reactive 
oxygen  species  (ROS). This being  true  for asbestos,  the possibility  for CNTs  to  share  the  same 
carcinogenic mechanism was investigated.37 Experiments on p53 heterozygous mice (reported to 
be sensitive to asbestos and to fast develop mesothelioma), intraperitoneally administered with 
MWCNTs,  showed  the  induction of mesothelioma,  leading  to death of  the  animals within  25 
weeks. Nevertheless,  it  is necessary to underline that these experiments were carried out with 
micrometre sized MWCNTs particles (10‐20 µm) and there is no evidence, as the authors pointed 
out, that the same effect would occur using pure nanometre‐sized CNTs. In a similar study CNTs, 
introduced into the abdominal cavity of mice, were proved to cause asbestos‐like pathogenicity 
(inflammation  and  granulomas  formation)  in  a  length‐dependent manner,  namely  only  fibers 
long  enough  (>  20 micrometre) were  able  to  cause  pathogenic  response  during  the  7  days 
experiment.38 
Nonetheless, being based on  intraperitoneal  injection, none of these studies addresses 
the question if and how much CNTs accumulate in the mesothelium after inhalation. To answer 
this question other studies on inhaled CNT effects should be considered. Mitchell et al. exposed 
male mice to MWCNTs (5‐15 µm long) aerosol in a whole body inhalation chamber.39 The aerosol 
was generated by a jet mill and particles bigger than 3 µm were removed in order to work within 
a range respirable by a rodent. It  is necessary to underline the difference between “inhalable”, 
which refers to the fraction of airborne material which enters nose and mouth during breathing 
and  is  therefore available  for deposition  in  the  respiratory  tract, and “respirable”,  referring  to 
the fraction able to penetrate to the gas exchange region of the lung. The authors observed the 
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associated  with  re‐suspension  of  ambient  dust  due  to  personal  movement,  and  cleaning 
operations following handling of material.  Importantly, these experiments could therefore  lead 
to the conclusion that a typical aerosol concentration of CNTs during handling of the material is 
far below  the ones used  in  the  in vivo  inhalation studies conducted so  far,  thus making  those 
results not relevant. Nevertheless, the CNTs are not the same, so it is necessary to be careful in 
making comparison. 
It  is  still  not  possible  to  reach  a  clear,  unambiguous  conclusion  on  CNTs  inhalation 
toxicity,  and  therefore,  precautions  should  be  taken  to  prevent  any  unnecessary  release  of 
respirable particles, when handling CNTs, especially the pristine ones, but without getting into a 
panic.  Also,  to  avoid  exposure  and  guarantee  respiratory  protection,  an  adequate  personal 
protective equipment should be used. 
1.5 CNT as delivery system for cancer 
Anticancer  therapy,  though  being  often  very  effective,  still  suffers  of  some  severe 
drawbacks,  which  render  vital  and  urgent  the  need  for  further  research.  One  of  the  main 
limitations of almost every cancer treatment so far is the lack of selectivity for tumour tissues. In 
fact cytotoxic drugs (or other therapies) do not exert their action solely on cancer cells, but also 
on  healthy  organs,  resulting  in  severe  side  effects  for  patients,  therefore  limiting  their 
compliance  and  the  maximum  administrable  dose.  Another  major  problem  related  to  anti‐
neoplastic  chemotherapy  is  Multi‐Drug  Resistance  (MDR).42  This  phenomenon  can  be  often 
ascribed  to  the activity of an efflux pump, namely P‐glycoprotein  (P‐gp), able  to  recognize  the 
drug  and  transport  it  out  of  the  cell  once  it  has  been  internalized,  thus  preventing  it  from 
exerting its cytotoxic action.43 Importantly, the P‐gp mediated MDR often characterizes residual 
tumour cells after chemotherapy and tumour stem cells. Once this capability  is acquired,  it can 
be directed towards many different drugs to which the tumour had never been exposed before, 
thus heavily hampering chemotherapy’s efficacy. 
Nanotechnology can help in overcoming these limitations; in fact a nanovector could be 
conceived  to be  targeted  towards cancer, either only  in a non‐specific way, or with a  specific 
targeting  agent  attached  to  the  carrier  itself.  The  non‐specific  targeting  is  based  on  the 
Enhanced  Permeability  and  Retention  (EPR)  effect  (Figure  9).44  Cancer  tissue  is  usually 
characterized by a rapid and defective angiogenesis, resulting  in  leaky blood vessels with  large 
fenestrations, due to endothelial cell disorganization. Moreover, the smooth‐muscle layer in the 
vascular wall  is  frequently  absent  or  abnormal,  leading  to  passive  dilatation  of  vessels.  The 
consequence  of  these  characteristics  is  an  enhanced  extravasation  of macromolecules  in  the 
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dermal fibroblast. Interestingly, covalently modified SWCNTs appeared to be less cytotoxic than 
the ones stabilized trough surfactants.48 Importantly, numerous studies by different groups have 
proven  so  far how  surface‐modified CNTs  are well  tolerated  in  vivo.49  In  general  they have  a 
blood clearance half‐life  in the order of hours. Moreover, tissue biodistribution studies showed 
that  they  are  eliminated  into urine,  via  glomerular  filtration, or  into  faeces with  low  residual 
amounts  in  the body. All  these  results  indicate how  the  in  vivo behaviour of  these materials 
could be modulated by the degree and kind of functionalization, two critical aspects that need to 
be accurately controlled. 
Furthermore,  some  recent works  showed  in  vitro  enzymatic  degradation  of  SWCNTs, 
thus presenting another possibility  for  the elimination of  this  carrier  from  the body once  the 
therapeutic  function  has  been  exerted.50  Importantly,  it  has  been  shown  that MWCNTs  take 
more  time  to be degraded  than SWCNTs, and  the process  seems  to occur gradually  from  the 
external walls towards the inner ones. Moreover oxidized MWCNTs were more easily degraded 
than pristine tubes,  indicating that defects  introduced through oxidation probably facilitate the 
attack from the enzyme.51 Anyway further studies, especially  in vivo, are necessary to assess  if 
CNT metabolic digestion is actually possible. 
1.5.1 Uptake Mechanism 
Carbon nanotubes are able to enter cells, as recognized by the scientific community, but 
the way it happens is still controversial. In fact, although many studies have been carried out so 
far  to  understand which  is  the  uptake mechanism,  still  there  is  not  a  unique  answer  to  the 
question. The type of cell should be  taken  into account when comparing different results and, 
more importantly, the type of CNTs could play a crucial role. In fact, the great heterogeneity of 
this material  implies  the  possibility  of  heterogeneous  behaviour  in  a  biological  environment. 
CNTs  can differ  a  lot  in  size  and  functionalization,  thus  giving  a plethora of derivatives,  from 
almost naked to differently coated ones. 
Among the existing hypotheses, one is phagocytosis, a process employed by specialized 
cells,  in  fact  different  authors  observed  engulfment  of  CNTs  by  phagocytes.  Cherukuri  et  al. 
treated mouse  peritoneal macrophage‐like  cells  with  SWCNTs  and  visualized  the  nanotubes 
inside  the  cells  exploiting  their  spontaneous  NIR  fluorescence.52  They  observed  the  tubes 
confined  in  small  vesicles,  probably  phagosomes,  derived  from  an  active  ingestion  process, 
which is consistent with their observation of a temperature‐dependence of the uptake. Porter et 
al.  studied  the  uptake  of  SWCNTs  by  human monocyte  derived macrophage  cells  and  found 
them  inside  lysosomes  and  phagosomes,53  while  the  treatment  of  the  same  cell  line  with 
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proteins (MW < 80kDa).59 The authors speculated about a hydrophobic interaction between the 
naked SWCNTs surface and the cell membrane as the driving force for the  internalization.  In a 
later work,  they  expanded  the  studies  to  precisely  understand  the  uptake mechanism.60  The 
internalization  inhibition  was  observed  with  NaN3  pre‐incubation  of  the  cells,  confirming 
endocytosis,  since  ATP‐production  and  therefore  energy‐dependent  activities  are  strongly 
reduced by  this chemical agent. Moreover, with a well‐designed experimental  set endocytosis 
was  found  to  happen  through  clathrin‐coated  pits,  rather  than  through  caveolae  or  lipid‐raft 
pathway. Endocytosis has been suggested as  the uptake pathway also by other authors. DNA‐
wrapped  SWCNTs  were  tracked  during  in  vitro  trafficking  exploiting  their  intrinsic  NIR 
fluorescence.61 Each  trajectory was  then associated with a specific kind of motion, recognizing 
that SWCNTs were adsorbed onto  the membrane and  internalized  through endocytosis. Once 
inside  the  cell  they  diffused  consistently  with  confinement  inside  vesicles,  and  they  finally 
underwent  exocytosis.  Moreover,  co‐localization  experiments  showed  an  overlap  between 
SWCNTs and  lysosomes  inside  the cells, confirming again  the endocytotic uptake. The authors 
proposed  this mechanism as a  result of  the  SWCNTs  coverage by  the proteins present  in  the 
medium. This coating should lead to a subsequent clustering in aggregates, big enough to reach 
the  radius  cutoff  thermodynamically  required  for  being  endocytosed.62  Wang  et  al. 
functionalized MWCNTs with  the enzymatic  toxic domain of ricin  (RTA)  in a non‐covalent way, 
and studied its uptake mechanism by HeLa cells, observing clathrin‐mediated endocytosis.63 The 
internalization  of  SWCNTs‐QD‐streptavidin  by  CD3  positive‐leukaemia  cells  was  also  studied, 
monitoring the  intracellular QDs fluorescence.64  In this case the system was rather complex,  in 
fact the uptake was mediated by the recognition of three components. First, a biotinylated anti 
CD3‐antibody bound CD3 receptor on cell membrane and subsequently the streptavidin‐bearing 
SWCNTs attached the biotinylated antibody, showing high internalization. On the contrary, poor 
internalization was observed when  the antibody was absent, with  the use of non‐biotinylated 
antibody, when experiments were carried out at 4°C and when  the cells did not express CD3‐
receptor on the membrane (CD3 negative cell  line). All these data suggest a receptor‐mediated 
endocytosis for this construct. 
To target cancer cells, Bhirde et al. described the use of a drug delivery system based on 
a  cisplatin‐SWCNT  conjugate,  exploiting  the  interaction  of  the  epidermal  growth  factor  (EGF) 
with  its  receptor  (EGFR),  over‐expressed  on  the  surface  of many  cancer  cells.65  The  authors 
demonstrated the efficient internalization of the SWCNT‐EGF conjugate in vitro. Moreover they 
proved  that  it  is  actually mediated  by  the  ligand‐receptor  interaction,  since  the  uptake was 
drastically  reduced knocking down  the  receptor expression. These  findings are consistent with 
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receptor‐mediated endocytosis. Nevertheless, a certain degree of internalization observed even 
without receptor  let consider other possibilities, as stated by the authors themselves. Another 
paper  conceiving  two  options  for  the  uptake mechanism  has  been  published  in  2008.66  The 
authors  prepared  SWCNTs  bearing  taxoids  and  biotin molecules,  as  a  drug  delivery  system 
targeted  towards  cancer  cells  over‐expressing  the  biotin  receptor,  demonstrating  the  actual 
internalization  of  the whole  conjugate,  hindered  by  both  incubation  at  4°C  and  presence  of 
NaN3,  and  strongly  reduced by  saturation of  accessible  receptors  via biotin pre‐treatment,  in 
accordance with  receptor‐mediated  endocytosis. On  the  other  hand,  they  observed  a  strong 
decrease  in the uptake of SWCNT derivatives without biotin at  low temperatures (4°C), but no 
changes when NaN3 was added. This behaviour is consistent with a non‐endocytotic process, as 
the  needle‐like  diffusion  through membranes,  which  is  temperature‐dependent  but  energy‐
independent. 
It  is  necessary  to  consider  that  temperature  can  affect  not  only  endocytosis  but  also 
membrane  piercing,  in  fact  as  simple  diffusion  of  a  molecule  in  a  liquid  is  influenced  by 
temperature, the same could happen to CNTs in biological media. More importantly, the fluidity 
of  cellular membranes, which  are made  of  phospholipidic  bilayers,  is  strongly  dependent  on 
temperature.  As  a  consequence,  the mobility  of  an  object  in  the  bilayer  will  increase  with 
temperature.  Thus,  it  is  not  surprising  that  a  decrease  in  temperature  has  been  sometimes 
correlated with a decrease  in cellular uptake of CNTs, and this experimental observation alone 
should not necessarily mean endocytosis, unless it is corroborated by other evidences. Therefore 
some  cases  of  CNTs  internalization  ascribed  to  endocytosis  by  the  authors  could  be  also 
differently  interpreted.67 The same observation can be applied to the work published by Cheng 
et al.68  In  this well‐conceived study of cellular  internalization of  fluorescently  labelled SWCNTs 
derivative by several mammalian cell lines, the authors compared the results obtained in normal 
conditions with  the ones obtained at 4°C and  in  the presence of  sodium azide. While  for  the 
former the uptake was almost completely blocked, the latter showed an intracellular fluorescent 
signal weaker but comparable with the normal conditions, differently from what stated by the 
authors (for a better understanding see Fig. 2B of Ref. 68). Therefore  it  is possible to conclude 
that both an energy‐dependent and an energy‐independent mechanism are contributing to the 
CNTs uptake by cells in this case. Moreover the author co‐incubated cells with labelled Dextran, 
known  to be uptaken by endocytosis, and  found  it  in  the endosomes, while  the  fluorescence 
from  the  SWCNTs  was  in  the  nucleus,  indicating  that  either  the  retention  time  inside  the 
endosomes or the entire uptake pathway was not the same for the two compounds. 
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The nano‐needle penetration mechanism for CNTs was proposed in 2004. Internalization 
of functionalized CNTs was found even  in energy‐depleting conditions, and ultrathin transverse 
sections of HeLa cells incubated with the CNTs were analyzed by TEM, observing MWCNTs inside 
cells and  in  the act of crossing  the membrane.69 Therefore  the authors hypothesized  that  the 
cylindrical  shape  of  CNTs  let  them  directly  insert  across  biological membranes,  like  a  Nano‐
needle. This description  is  in accordance with what observed  for  some peptides and proteins 
exhibiting non‐classical transport activity70 and also with what has been predicted for nanotube‐
shaped objects.71 Another theoretical study, instead, reported that the energy cost for a SWCNT 
to insert into a model phospholipid bilayer is too high to occur only because of thermal motion 
energy.72 Nevertheless  further studies on  the penetration of a patterned CNT were performed 
by  the  same  authors.  Since  probably  CNTs  in  a  biological  environment  will  not  have  a 
homogeneous  surface,  but will  be  covered  by  biomolecules,  they  studied  a  CNT  covered  by 
alternating bands of hydrophilic and hydrophobic regions. This model can be also representative 
of a CNT functionalized with hydrophilic groups, since usually functionalization do not cover the 
whole CNT surface.  In this case the energy required by CNTs to traverse the bilayer was much 
lower, thus resulting in enhanced penetration.73 The same internalization pathway was proposed 
for  a  huge  selection  of  cell  types,  since  a  comprehensive  study  revealed  effective  CNTs 
internalization even by cells unable  to carry out endocytosis or under conditions  that prevent 
energy‐dependent processes.74  The  cells were  treated with differently  functionalized  SWCNTs 
and MWCNTs, which were not  coated by macromolecules. As  speculated by  the authors,  the 
discrepancy between these results and the endocytotic hypothesis can lie in the different kind of 
CNTs derivatives used. 
Zeineldin  et  al.  wrapped  PL‐PEG2000  onto  SWCNTs  and  found  that  when  the  PEG 
integrity was preserved, the coating prevented the non‐specific uptake by cells (different ovarian 
cancer cell lines), while the PEG fragmentation (by sonication for a prolonged period, i.e. 1 hour) 
allowed  CNTs  internalization  by  cells.75  A  further  functionalization  of  the  PEGylated,  not 
sonicated,  SWCNTs with  a  specific  targeting molecule  led  to  selective  uptake  by  cancer  cells 
over‐expressing  the  receptor  for  that molecule.  Although  the  authors  did  not  speculate  on 
possible  uptake  mechanisms,  these  findings  underline  the  importance  of  CNTs  coatings  in 
determining their biological fate. 
CNT  size  seems  to have a  role as well. A  recent work  compares  the  internalization by human 
hepatocellular carcinoma cells of different CNTs: namely MWCNTs with a diameter of 10‐30 nm 
(long and short, i.e. 1‐2 µm or 0.5‐1 µm long) and SWCNTs with a diameter of 1‐3 nm (long and 
short,  i.e.  100‐200 nm or  50‐100 nm  long).76.All  the CNTs were non‐covalently  functionalized 
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with  chitosan.  The  authors  reported  internalization  only  for  SWCNTs,  and  with  different 
mechanism according  to  size:  for  long SWCNTs  the mechanism observed was mainly  clathrin‐
mediated endocytosis, while for short SWCNTs they describe also endocytosis via caveolae and 
direct insertion across cell membrane.  
Evidences  supporting  the piercing hypothesis were  reported elsewhere. SWCNTs were 
observed  translocating  across  the  lipid  bilayer  and  entering  the  cytoplasm.53,77  SWCNTs  and 
MWCNTs were  found  across  the  plasma,  lysosomal,  and  nuclear membranes,78  and,  by  TEM, 
MWCNTs  were  observed  both  inside  cytoplasmic  vacuoles  of  epidermal  keratinocytes 
(consistently  with  endocytosis)  and  piercing  the  nuclear  membrane.79  Similarly,  as 
aforementioned,  Kateb  et  al.  presented  TEM  visual  confirmation  of membrane  insertion  of 
MWCNTs.57 
A  very  interesting  study,  published  in  2008,  confirmed  the  ability  of  CNTs  to  cross 
biological membranes, considering the question from a rather different point of view. MWCNTs 
were visualized while traversing the fenestrated endothelium in the glomerular filtration system 
of mice and crossing the renal filtration membrane. In order to do so the tubes had to adopt an 
adequate  spatial  conformation,  facing  the  filtration  barrier  perpendicularly,  since  the 
fenestration size is compatible only with the traverse dimension of these MWCNTs, to let them 
pass and pierce the underlying basal membrane.49c 
Further hint  for understanding CNT ability  to  cross  cell membranes  could be given by 
another paper.80 During an  in vitro experiment MWCNTs were guided through a magnetic field 
towards mammalian cells and they cross the membrane spearing it, and thus translocating inside 
cells their cargo, i.e. a vector containing the sequence for a fluorescent protein, that allowed the 
recognition of cells  internalizing  it. SEM pictures of cell surface confirmed  the presence of  the 
CNTs  that  actually  look  like  spearing  it.  This work  aimed  to  prove  that  actively  guiding  CNTs 
towards cells,  it  is possible to  induce a temporary permeabilization of the membrane, as effect 
of  its  Nano‐mechanical  penetration.  The  system  was  thought  to  be  exploited  for  delivery 
purposes,  since, despite  the great efficiency of  transfection,  it  leads  to minor perturbation of 
cells. A recently published work confirmed this property, suggesting the possible use of CNTs as 
cellular endoscopes.81 The authors of this paper prepared an endoscope ending with a MWCNT 
(with a diameter in the range of 50‐200 nm or more and a length of 50‐60 µm) and found that, 
thanks  to  its  narrow  cylindrical  shape,  it  produced  no  cell  damage,  and  it  resulted  in  less 
mechanical stress  for  the cell compared  to common conical glass pipettes, even  for prolonged 
periods. 
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In conclusion, many different studies aimed at understanding CNT uptake mechanism by 
cells,  considering  the  question  from  different  points  of  view.  The  discrepancy  between  the 
results present in literature can lie in the different kind of CNTs derivatives used. Considering all 
the works published so far, we could conclude that both endocytosis and needle‐like piercing of 
the membrane  exist  and  can  contribute  to  internalization  of  CNTs, with  a  predominance  of 
needle penetration when internalization is driven by the CNTs, i.e. when CNTs are functionalized 
with  non‐bulky  molecules.  Whereas,  when  CNTs  are  coated  with  big  molecules  or  with 
molecules that trigger a specific receptor‐mediated endocytosis, this mechanism prevails. 
1.5.2 Delivery of antineoplastic chemotherapeutic drugs 
  The most studied possibility in CNT‐based cancer therapy is drug delivery, in which CNTs 
are used as vehicles for a chemotherapeutic agent, in order to improve its delivery to the target. 
Doxorubicin is a drug widely used in clinical cancer treatment and it is very interesting to 
study  its delivery  through nanocarriers. So  far, a number of works  in which carbon nanotubes 
were used for this purpose has been published. In one of the first papers doxorubicin was bound 
to copolymer‐coated MWCNTs forming a supramolecular complex based on π‐π stacking.82 The 
cytotoxicity  of  this  derivative  was  tested  in  vitro  on  human  breast  cancer  cells  showing  an 
increased  mortality  rate  in  comparison  with  doxorubicin  alone.  This  drug  was  also  bound, 
through  supramolecular  chemistry,  to  two  different  water‐soluble  SWCNTs:  non‐covalently 
functionalized with a phospholipidic‐PEG surfactant and oxidized SWCNTs covalently PEGylated 
through  amidation  of  the  carboxylic  moieties.83  The  authors  suggested  π‐π  stacking  and 
hydrophobic  interactions as the binding forces between doxorubicin and nanotubes. Moreover 
they  report  a  pH‐dependent  interaction:  the  loading was made  at  pH  9,  condition  at which 
doxorubicin is deprotonated and so has low water solubility, reaching a doxorubicin/nanotubes 
weight ratio of ~4:1; a decrease in the pH led to the release of the drug from the SWCNT carrier 
due to the  its consequent higher hydrophilicity. This mechanism could be very useful  in cancer 
therapy due to the acidic environment of extracellular tissues  in tumour, potentially  leading to 
selective  drug  release  in  vivo.  The  cytotoxicity  of  the  phospholipidic‐PEG  wrapped  SWCNT‐
doxorubicin  construct was  tested on human glioblastoma  cancer  cells. The derivative  induced 
cell death similarly to free doxorubicin at a concentration of 10 µM, although the observed IC50 
value  was  higher  (~8  µM  for  the  carbon  nanotube  conjugate  compared  to  ~2  µM  for  free 
doxorubicin). Furthermore, a  targeted doxorubicin delivery was  tested using a cyclic arginine–
glycine–aspartic acid (RGD) peptide, which acts as recognition moiety for integrin αVβ3 receptors, 
over‐expressed  in a wide  range of  solid  tumours. The  targeting agent was bound on  the PEG 
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chain of the non‐covalent SWCNT derivative, and then doxorubicin was  loaded. This conjugate, 
tested  on  integrin  αVβ3‐positive  cells,  showed  enhanced  drug  delivery  compared  to  the 
derivative  without  RGD,  according  to  the  degree  of  brightness  in  confocal  fluorescence 
experiments and  to  the  IC50 value, which was  smaller  (~3 µM)  for  the RGD‐bearing derivative 
than  for  the  one  void  of  any  targeting  agent.  The  behaviour  of  phospholipidic‐PEG wrapped 
SWCNT‐doxorubicin  complex was  studied  also  in  vivo  into  SCID mice  bearing  Raji  lymphoma 
xenografts.84  The  authors  observed  higher  tumour  uptake,  probably  due  to  the  prolonged 
circulation half‐life of the construct, and greater inhibition of tumour growth with respect to the 
free drug but the therapeutic efficacy was not better than DOXIL (liposomal Doxorubicin). On the 
other hand, differently  from DOXIL, SWCNT‐doxorubicin caused neither  significant  toxicity nor 
mortality, allowing the use of higher doses. Treatments with 10 mg/kg  (instead of 5 mg/kg) of 
SWCNTs‐doxorubicin  (dose  normalized  on  doxorubicin)  led  to  improved  efficacy,  still without 
causing any  severe  toxicity, whereas 5 mg/kg of  free doxorubicin or DOXIL  resulted  in  strong 
decrease  in  the weight of  the animals and mortality  rates of 20% and 40%,  respectively. The 
possible  reasons  for  this  behaviour  involve  different  aspects:  the  bigger  size  of  the  SWCNT 
construct with  respect  to  free  doxorubicin  probably  slowed  down  glomerular  filtration,  and, 
moreover,  the  PEG  coating  could  have  hidden  doxorubicin  from  macrophages.  Both  these 
effects  could  determine  prolonged  blood  circulation,  thus  enhancing  tumour  accumulation 
because  of  EPR  effect.  Moreover  the  slightly  acidic  microenvironment  of  tumours  should 
facilitate doxorubicin detachment from the SWCNTs, as previously reported,83 therefore leading 
to selective drug release. Nevertheless the same authors observed a slow in vivo dissociation of 
doxorubicin from the SWCNTs after administration, and this fact can suggest that non‐covalent 
constructs  cannot  guarantee  proper  in  vivo  stability.  An  in  vivo  targeting  study  was  also 
performed with PEGylated SWCNTs  functionalized with RGD peptide.85 After  tail vein  injection 
into U87MG  tumour‐bearing mice,  the nanotubes accumulated  in  tumour  (13%  ID/g  in 24 h), 
with  no  obvious  toxicity  or  negative  health  effects  for  the  animals.  Zhang  et  al.  prepared  a 
different  kind  of  SWCNT‐based  vector  for  doxorubicin.86  First  CNTs  were  oxidized,  thus 
introducing  carboxylic  groups,  and  then  derivatized  via  wrapping  with  two  different 
polysaccharides,  namely  sodium  alginate,  which  is  anionic,  and  chitosan,  which  is  cationic. 
Doxorubicin  was  then  loaded  on  the  modified  SWCNTs  and  the  interaction  was  mediated 
probably  by  electrostatic  interactions  and  π‐π  stacking.  The  release  of  doxorubicin  in  acidic 
condition  (pH  5.5) was  assessed,  in  order  to mimic  the  typical  environment  of  lysosomes  or 
cancerous tissues, finding a release of almost 40% in 72 h, while the construct was stable at pH 
7.4. Finally, an identical conjugate bearing folic acid (linked to chitosan) was prepared, to target 
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tumours  overexpressing  the  folate‐receptor.  In  vitro  tests  on  HeLa  cells  were  performed  to 
evaluate  cellular uptake, by  fluorescence microscopy,  and  cell  viability.  The  compound  led  to 
stronger  reduction  in cell viability  then  the drug  itself, proving  its efficacy as  targeted delivery 
system. A triple functionalized SWCNT derivative was prepared, bearing doxorubicin, fluorescein 
and  a  targeting  antibody  that  recognizes  carcinoembryonic  antigen  (CEA),  a  tumour marker 
relevant for a variety of adenocarcinomas.87 Doxorubicin was non‐covalently loaded on oxidized 
SWCNTs by π‐π stacking. Afterwards a fluorescein‐labelled BSA was covalently attached through 
its  amines  to  the  carboxylic  groups present on  the  oxidized  SWCNTs,  via  amidation  reaction. 
Finally the antibody was tethered through its amines to the BSA carboxylic groups again with an 
amidation  step.  In  this  way  the  authors  designed  a  construct  that  should  target  CEA‐
overexpressing cancer cells, be internalized by endocytosis, and release doxorubicin at lysosomal 
acidic pH. The  fluorescein was  introduced  to  localize  the SWCNT  construct by  the  fluorescent 
signal  after  doxorubicin  release.  The  internalization  by WiDr  human  colon  cancer  cells  was 
studied by confocal microscopy: after a 4 h treatment, the fluorescently  labelled SWCNTs were 
found in the cytoplasm, while doxorubicin was localized in the nucleus, where the drug exerts its 
activity. As a control, the fluorescein‐labelled BSA did not show internalization to the same high 
extent, indicating the good ability of CNTs to act as vectors. Nevertheless no information on the 
cytotoxicity  of  the  complex  is  reported,  nor  any  stability  study  to  evaluate  the  release  of 
doxorubicin  from CNTs. With a different approach, doxorubicin was  linked  to pyrene and  this 
system was non‐covalently bound to SWCNTs via π‐π bonding driven by the polyaromatic unit.88 
The linker between doxorubicin and pyrene was a short chain with a carbamate group, designed 
to be enzymatically  cleaved  inside  lysosomes.  In  vitro  studies on a mouse melanoma  cell  line 
were performed to assess the internalization of the construct and its cellular toxicity. The results 
showed accumulation in the lysosomes and cell growth inhibition (via apoptosis) in a time‐ and 
dose‐dependent  manner,  approaching  the  doxorubicin  profile  for  the  72  h  treatment. 
Furthermore,  the  therapeutic efficacy was evaluated  in  vivo on melanoma‐bearing mice.  Free 
doxorubicin  and  SWCNT‐doxorubicin  induced  similar  reduction  of  tumour  volume,  with  a 
significant decrease of systemic toxicity for the CNT construct, according to animal body weight, 
organs weight and histopathological analyses. Also in this case the release of the drug from the 
CNTs was  studied,  comparing  the  effect  of  incubation with  cell  lysate  to  the  use  of  normal 
buffer.  Though  the  former  system was  significantly more  efficient,  proving  that  intracellular 
enzymes play a fundamental role, a release was observed also in the latter case, demonstrating 
how  a  non‐covalent  construct  is  not  completely  stable  in  biological  environment. With  the 
double aim of obtaining a targeted drug delivery system and of overcoming MDR, SWCNTs were 
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functionalized via amidation with an antibody directed towards P‐glycoprotein, one of the main 
actors  of  MDR.89  Subsequently  the  Ab‐SWCNTs  construct  was  non‐covalently  loaded  with 
doxorubicin,  via  π‐π  stacking.  This  construct  was  tested  in  vitro  on  human  leukaemia  cells, 
overexpressing P‐gp on their surface and, therefore, resistant to doxorubicin. Cells were exposed 
to NIR radiation to trigger doxorubicin release, as a consequence of NIR absorption by SWCNTs. 
This  system was  indeed  able  to  triplicate  the  amount of doxorubicin  released  in  24  h,  but  it 
should be underlined that a partial release was observed without NIR radiation as well. The Ab‐
CNT construct resulted to be bound to the cell membrane and doxorubicin was  localized  inside 
cells,  in much  higher  amount with  respect  to  treatments with  free  doxorubicin. Doxorubicin 
alone or together with anti P‐gp antibody (at a concentration of 5 µg/mL) could partially inhibit 
cell growth, but,  increasing  the  incubation  time after  treatment  (from 24 h,  to 48 h,  to 72 h), 
cells  gradually  recovered  and  started  growing  again.  Instead,  very  interestingly,  the  SWCNT 
construct, used  at  an  equivalent  concentration of drug,  inhibited  cell  growth more  efficiently 
than the free drug and in a time‐dependent way, probably due to a slow drug release from the 
vector surface.  
Methotrexate  is  another well‐known  anticancer  drug, which  suffers,  as many  others, 
from  low bioavailability and  toxic  side effects. Preliminary  studies of CNT‐based drug delivery 
with this drug were performed by Pastorin et al.90 MWCNTs were covalently functionalized with 
methotrexate  and  fluorescein  at  the  same  time  and  results  obtained  on  human  Jurkat  T 
lymphocytes showed a rapid  internalization of  the compound, even  though  the efficacy of  the 
construct was  lower  than  the  free drug.  In a more  recent work  the  same drug was bound  to 
MWCNTs  through cleavable  linkers. The use of a peptide recognized by  intracellular proteases 
led  to  a  significant  decrease  in  MCF‐7  breast  cancer  cell  viability  if  compared  to  free 
methotrexate.91 Therefore it is possible to conclude that the lower efficacy in the first approach 
was probably due to the lack of drug release once the construct was internalized.  
Taxanes represent another class of antineoplastic drugs that, to date, have already been 
conjugated  to CNTs  for new drug delivery approaches. Paclitaxel  (PTX), which belongs  to  this 
class, was  covalently  bound  through  an  ester  bond  to  the  PEG  of  non‐covalently  PEGylated 
SWCNTs and  i.v.  injected  into xenograft  tumour‐mice  (PTX  resistant 4T1 murine breast cancer 
mice model) to test the in vivo efficacy.92 Results were very promising, showing a tumour growth 
inhibition  value  of  almost  60%  for  the  SWCNT‐PTX  derivative,  much  higher  than  the  one 
reported  for Taxol and PEG‐PTX  (28% and 21%  respectively). Higher apoptosis  level and  lower 
proliferation active cells level were observed after CNT derivative treatment, when compared to 
the  drug  alone.  It  is  important  to  underline  the  lack  of  toxicity  in mice  for  these  PEGylated 
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SWCNTs  themselves,  demonstrated  by  the  authors  in  another work.49e  The  evaluation  of  the 
pharmacokinetics  showed  a  longer  plasmatic  half‐life  for  SWCNT‐PTX,  coherently  with  the 
enhanced hydrophilicity of  the conjugate with respect  to  the drug  itself, and much higher PTX 
presence  in  RES  organs  (liver/spleen)  and  intestine  2  h  after  injection.  This  is  a  predictable 
behaviour  for nanomaterials  in general and  could give  concern  for  the  toxicity  towards  these 
organs. Nevertheless  the  authors  reported differences between  the biodistribution of  SWCNT 
and  PTX,  indicating  a  rapid  release  of  the  drug  from  the  conjugate  probably  due  to  ester 
cleavage  by  carboxylesterases.  As  a  consequence  the  drug  seemed  to  be  rapidly  excreted, 
lowering  its  toxicity.  Importantly,  tumour  PTX  levels  were  10  times  higher  for  SWCNT‐PTX 
derivative than for free taxol 2 h after injection and tumour‐to‐normal organ/tissue PTX uptake 
ratio  was  bigger,  thus  indicating  a  better  selectivity  of  the  CNTs‐delivered  drug.  Chen  et  al 
performed another study with the same class of drugs.66 They prepared a covalent derivative of 
SWCNTs  bearing  a  taxoid  molecule  and  biotin  as  targeting  unit  towards  cancer  cells 
overexpressing  its receptor, thus  leading to receptor‐mediated endocytosis. This construct was 
intended  to  be  a  prodrug, which  frees  its  cargo,  once  inside  the  cell,  upon  reduction  of  the 
disulphide  bond  by  endogenous  thiols  such  as  glutathione  (GSH), whose  concentrations  are 
typically more  than  103  times  higher  in  tumour  tissues  than  in  blood  plasma.  Therefore,  the 
system should act specifically on cancer cells, leading the taxoid to carry out its mitosis inhibition 
action  only  in  the  desired  sites.  The  authors  demonstrated  the  actual  internalization  of  the 
whole  conjugate  in  leukaemia  L1210FR  cells,  by means  of  confocal  fluorescence microscopy, 
thanks to the presence of a fluorescent tag covalently bound to the taxoid molecule. Moreover, 
in  the  case  of  a  control  SWCNT  derivative  without  biotin,  they  observed  a  temperature‐
dependent  but  energy‐independent  internalization.  This  is  coherent  with  a  non‐endocytotic 
mechanism,  in accordance with  the hypothesis of a needle‐like diffusion of carbon nanotubes 
through cell membranes. On the other hand, for the biotin‐conjugate, the mechanism observed 
was endocytosis, and the  internalization degree was far higher  if compared to the one for cells 
not expressing the biotin receptor. Furthermore the authors proved the efficient release of the 
drug by GSH and  the binding of  the conjugate  to  the microtubule network, where  it exerts  its 
cytotoxic action, with an IC50 value smaller than the one for the drug alone, probably due to the 
increase in the drug uptake. 
Also platinum analogues have been  investigated  in CNT‐based drug delivery  for cancer 
treatment.  In a  first work,  Lippard and  co‐workers  reported  the preparation of a Pt(IV)‐based 
SWCNTs  prodrug  able  to  deliver  and  release  the  drug  inside  cells,  leading  to  intracellular 
concentrations  6  times  higher  than  the  ones  reached  treating  the  cells with  the  free  drug.93 
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More recently the same group prepared another Pt‐based targeted prodrug using SWCNTs as a 
longboat.94 The derivative was prepared binding folic acid, whose receptors are overexpressed in 
many cancer cells, to a Pt(IV) compound, and tethering this conjugate to CNTs through an amidic 
coupling with terminal amines of wrapped phospholipid‐PEG chains. The Pt(IV), once inside cells, 
can be reduced thanks to acidic endosomal pH, therefore losing the two axial ligands and leading 
to  the  active  Pt(II)  compound.  The  authors  demonstrated  internalization  via  folate  receptor‐
mediated endocytosis  (FRME), and the to kill cancer cells (human choriocarcinoma and human 
nasopharyngeal  carcinoma)  with  IC50  values  more  than  8  times  lower  than  cisplatin  alone. 
Moreover the formation of the major reaction product of cisplatin with DNA was detected, using 
a  specific monoclonal  antibody,  proving  the  actual  ability  of  the  system  to  act  as  a  prodrug, 
generating  the  cytotoxic derivative once  internalized and  thus killing  in a  selective way  folate 
receptor  overexpressing  cells.  Also  cisplatin‐delivery  systems  based  on  drug‐SWCNT  covalent 
bioconjugates were investigated.65 The interaction of the epidermal growth factor (EGF) with its 
receptor (EGFR), overexpressed on the cell surface of a big variety of cancers, was exploited to 
target  CNTs  both  in  vitro  and  in  vivo.  The  efficient  in  vitro  internalization  in  head  and  neck 
squamous  carcinoma  cells  of  the  SWCNTs‐EGF  conjugate  was  proved  and  resulted  to  be 
mediated  by  the  EGF‐EGFR  ligand‐receptor  interaction.  Furthermore  quantum  dot  (Qdot)‐
functionalized  SWCNTs  were  administrated  to  a  tumour‐bearing  athymic mice  to  study  the 
short‐term biodistribution. The results showed a much higher accumulation within the tumour 
mass of the EGF‐conjugate compared to the control without EGF. Small amounts of CNTs were 
found within spleen,  lungs,  liver, kidneys and heart, regardless of the presence of EGF. Finally, 
the animals were treated with SWCNT‐cisplatin‐EGF showing a decrease in the tumour growth in 
comparison with  the untargeted SWCNTs‐cisplatin conjugate, demonstrating  that SWCNTs can 
selectively deliver cisplatin in vivo towards EGFR overexpressing cancer. 
Another  interesting  approach  for  the  functionalization  of  CNTs,  exploited  also  in 
oncology studies,  is the  filling of the nanotubes. This method was  first  investigated by Green’s 
group  in 1994 and  involves  the opening of MWCNTs’  caps by a nitric acid  treatment and  the 
filling of the inner cavity through a wet chemistry approach.95 It was applied to fill the tubes with 
different materials, among which carboplatin, a widely used chemotherapeutic agent for cancer 
treatment.96 MWCNTs were opened with nitric acid and subsequently filled sonicating them in a 
carboplatin  solution  at  different  temperatures.  Finally,  they  were  cleaned  from  particles 
deposited on  the outer  surface, washing  them  in water  and  in ethanol.  The derivatives were 
characterized trough different techniques to confirm the presence of the drug inside the tubes, 
and  it was shown that the best temperature for the filling protocol was 90°C, leading to a drug 
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loading of 30 %  in weight.  This derivative was  then  tested on human bladder  cancer  cells  to 
evaluate its cytotoxicity and the test showed reduced cell viability compared to the drug alone. 
More  recently  also  cisplatin was  encapsulated  into  CNTs,  in  this  case  single‐walled  ones,  the 
diameter of which is big enough to host the drug.97 The SWCNTs were opened by concentrated 
acid  treatment,  and  subsequently  annealed  at  850°C  under  high  vacuum  in  order  to  remove 
oxygen functional groups  introduced  in the first step. The filling with cisplatin was achieved by 
stirring at 40°C the SWCNTs  in a DMF solution of the drug for 48 h. The release of the drug  in 
physiological solution was studied,  finding  that  it started after 24 h and continued up  to 72 h, 
and the  inhibition of cell growth on two prostate cell  lines (DU145 and PC3) obtained with the 
construct was comparable to the one caused by the free drug.  
Another  antineoplastic  drug,  namely  10‐hydroxycamptothecin  (HCPT), was  covalently 
attached  to MWCNTs  to  study  the  influence  of  CNTs  on  drug  efficacy.98 MWCNTs were  first 
oxidized with a 36 h acid  treatment, and  the carboxylic groups  thus  introduced underwent an 
amidation step to introduce a spacer bearing a terminal protected amine. After deprotection of 
the amino group, an ester derivative of HCPT was bound to the construct via an amide bond. The 
ester linkage, hydrolytically unstable, was introduced to subsequently trigger the release of the 
drug. The authors observed a small drug release (< 15% after 128 h) under both acidic or basic 
conditions, and a much higher  release  (80% after 128 h), when  incubating  the  construct with 
fetal bovine serum, which contains esterases that could catalyse the hydrolysis. Furthermore a 
fluorescein molecule was  bound  to  the  unreacted  amine  after HCPT  conjugation,  for  in  vitro 
tests on human gastric carcinoma cells. Fluorescence confocal microscopy permitted to  localize 
intracellularly the constructs, with a uniform distribution in the cytoplasm. WST‐1 assay revealed 
a  significantly  improved  cytotoxicity with  respect  to  equal  concentrations  of  HCPT, whereas 
CNTs alone did not cause any decrease in cell viability. Finally, a different construct bearing DTPA 
was  prepared,  in  order  to  chelate  technetium  (Tc),  a  radioactive  nuclide,  for  in  vivo 
biodistribution studies in tumour‐bearing mice. High uptake was found in the liver, spleen, lung, 
kidney, stomach,  femur and  tumour.  In  the  latter  the maximum uptake  level  (3.6 %  ID/g) was 
reached within 4 h post  injection. The observed blood circulation half‐life was of 3.6 h, versus 
the  30 min  reported  for  HCPT.  Since  the  in  vitro  drug  release  tests  showed  that  4  h  after 
incubation with  serum  only  12%  of  the HCPT was  released,  the  authors  considered  that  the 
majority of the conjugate could reach the different organs (and the tumour) without releasing a 
big amount of drug in the blood stream. The in vivo antitumor performance of the HCPT‐bearing 
MWCNTs was also studied, finding a tumour growth  inhibition much more efficient than HCPT 
alone, without causing any severe toxicity to the animals. 
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Yang  et  al.  delivered  gemcitabine‐MWCNTs  construct  to  lymphatic  vessels,  exploiting 
EPR effect and the specific guidance of an external magnetic field.99 SWCNTs were functionalized 
with poly(acrylic  acid)  and  then decorated with magnetite nanoparticles  (FeO∙Fe2O3) by  a  co‐
precipitation  step with Fe2+ and Fe3+. Three hours after  subcutaneous  injection  in SD  rats,  the 
construct was able to reach popliteal lymph nodes without accumulation in the major organs as 
liver, spleen, kidney, heart and lung, simply by EPR effect. The same CNTs were loaded with the 
antineoplastic drug gemcitabine by physical adsorption. The system was guided in vivo applying 
a  permanent magnet  on  the  projection  surface  of  one  popliteal  lymph  node  and  very  high 
accumulation of gemcitabine was detected  in the  lymph node, with a maximum after 24 h. At 
the same time, the blood plasma concentration was lower if compared to gemcitabine alone, to 
the  treatment without  the magnetic  field, or  to a  control  represented by nanosized activated 
carbon decorated with magnetic nanoparticles. 
CNTs‐based  antitumor  immunotherapy was  explored by Meng  et  al.100  This  technique 
employs tumour cell vaccines (TCV), which are made of inactivated cancer cells or dendritic cells 
presenting tumour antigens, in order to trigger the immune response of the patient against the 
tumour  itself. With  the  aim  of  improving  the  efficacy  of  TCV,  tumour  lysate  proteins  were 
covalently  coupled  to  oxidized  MWCNTs  via  an  amidic  bond.  The  conjugate  was  injected 
subcutaneously to H22 hepatoma‐bearing mice treated with TCV (controls were performed with 
TCV  +  CNTs  only  and  TCV  +  tumour  lysate  proteins  only).  The  cure  rate  was  significantly 
increased with respect to animals treated only with TCV or with TCV + tumour  lysate proteins, 
even if a partial effect was exerted by CNTs alone as well. To assess whether or not the immunity 
was tumour‐specific, the animals survived after treatment with tumour  lysate proteins‐bearing 
MWCNTs were challenged again with subcutaneous injection of tumour cells. In the case of H22 
cells they rejected the tumour, while they did not reject mouse breast cancer, proving how the 
therapeutic system made them develop a specific immunity. 
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1.5.3 Delivery of nucleic acids 
The way CNTs  can  interact with nucleic acids has been extensively  studied because  it 
could have very  interesting applications. Both antisense oligonucleotides and  small  interfering 
RNA  (siRNA) are very promising  techniques  for gene  silencing, applicable  for  the  treatment of 
many diseases.  In  fact,  they  can  inhibit protein  expression, potentially blocking many  cellular 
pathways. Cancer therapy is one of the possible applications, when the targets are oncogenes or 
genes involved for instance in angiogenesis or chemotherapy resistance. 
One of the first studies in this field was performed by Zhang et al.101 SWCNTs, covalently 
functionalized via amidation and bearing a terminal ammonium group, were used to complex a 
siRNA able to silence the expression of telomerase reverse transcriptase and thus to inhibit cell 
growth. This activity was proved in vitro, on different cell lines, both murine and human, and in 
vivo, after  intra‐tumour  injection  in xenografted mice. The  in vivo antitumor activity of a CNT‐
based  siRNA  delivery  system  was  also  assessed  by  Podesta  et  al,  using  a  different  kind  of 
construct. MWCNTs, covalently functionalized via 1,3‐dipolar cycloaddition and bearing terminal 
amino  groups, were  used  to  load  the  proprietary  siRNA  sequence  siTOX.102  The  system was 
injected  within  the  tumour mass  on  human  lung  carcinoma  (Calu  6)  xenografted mice  and 
compared with MWCNTs with a non‐coding  sequence  (siNEG),  functionalized MWCNTs alone, 
and  both  siTOX  and  siNEG  delivered  with  cationic  liposomes.  MWCNTs‐siTOX  significantly 
inhibited tumour growth in comparisons to the controls, while cationic liposomes based systems 
did not affect  tumour growth nor  increase animal  survival. Moreover,  tumour  tissue analyses 
revealed extended necrosis  in the regions where CNTs accumulated.  In the context of targeted 
delivery, Yang et al. reported the preparation of a folate targeted DNA transporter with CNTs, in 
principle  exploitable  to  deliver  siRNA  to  cancer  cells  as well.103  In  fact  also  in  this  case  the 
covalently  functionalized SWCNTs presented positive charges to  form electrostatic  interactions 
with nucleic acids. They bound fluorescently  labelled‐dsDNA to this derivative, proving by UV a 
strong enhancement in the loading of ds‐DNA for the positively charged SWCNTs in comparison 
to  non‐charged  SWCNTs.  They  further  functionalized  the  derivative  by wrapping  a  folic  acid 
modified phospholipid. The complex was  tested on mouse ovarian epithelial cells,  showing an 
increased  uptake  for  the  derivative  with  the  folic  acid,  compared  to  the  one  without  the 
targeting unit. Furthermore,  the  fluorescently  labelled dsDNA alone was  internalized only at a 
very poor  level,  thus demonstrating  the carrier  role of CNTs.  In a  final experiment, HeLa  cells 
were  induced  to overexpress  folate  receptor, culturing  them with  folic acid  free medium, and 
these  cells  showed  a much  higher  internalization  of  the  derivative  than  normal  HeLa  cells, 
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confirming  the  efficacy  of  the  delivery  system.  In  another  study,  oxidized  MWCNTs  were 
complexed  to  polyethylenimine,  to  which  an  antisense  sequence  was  bound  by  means  of 
electrostatic  interactions.67a The oligonucleotide was coupled  to  fluorescent cadmium  telluride 
quantum  dots  in  order  to  follow  the  cellular  trafficking  of  the  complex.  The  authors 
demonstrated  for  the  system  an  efficient  uptake  and  the  expected  apoptotic  activity. 
Dendrimer‐CNT  constructs  were  also  exploited  for  gene  delivery.  The  anti‐survivin 
oligonucleotide  was  anchored  onto  the  polyamidoamine  (PAMAM)  dendrimer  covalently 
attached to the CNTs and transfected into MCF‐7 cells.104 The conjugate distributed mainly in the 
cytoplasm,  endosomes  and  lysosomes  of  the  cells  and  was  able  to  release  the  antisense 
oligonucleotide,  which  then  exerted  its  apoptotic  activity.  The  PAMAM  dendrimer  was  also 
grown directly on MWCNT surface and used as anchoring point for siRNA, after introduction of a 
trimethylammonium  unit  on  each  branch  termination. Different  dendrimer  generations were 
prepared and their efficacy in delivering a fluorescent oligonucleotide was compared, obtaining 
the best results for the second generation.105 
A  unique  approach  conjugated  the  use  of  CNTs  as  nucleic  acids  delivery  system with 
photodynamic  therapy.106  This  therapy  represents  a  very  interesting  option  for  cancer 
treatment,  and  it  is based on  the delivery of  a photosensitizer, which, upon  activation by  an 
appropriate  light  source,  transfers  the  light  energy  to  tissue  oxygen  thus  generating  singlet 
oxygen, which  can  react  rapidly with  cellular molecules  and  trigger  a  cellular damage.  In  this 
study an aptamer, a synthetic DNA/RNA probe able to recognize and bind a specific target, was 
covalently  bound  to  chlorine  e6  (Ce6),  a well‐known  photosensitizer.  Then  the  aptamer was 
wrapped on SWCNTs, and they were able to quench 98% of the singlet oxygen generation (SOG) 
normally occurring upon excitation of Ce6. When the aptamer was involved in the binding to its 
target,  in this case human α‐thrombin,  it was released  from the CNTs, and therefore SOG was 
not quenched anymore. Phototoxicity on human lymphoma cells treated with the construct was 
studied,  showing  a  reduction  in  cell  viability  comparable  to  treatment with  Ce6  alone, when 
thrombin  was  added,  indicating  the  feasibility  of  a  targeted  SWCNTs‐based  system  for 
photodynamic therapy. 
All  the  examples  reported  demonstrate  that  CNTs,  both  single‐  and multi‐walled,  are 
good vectors  for nucleic acid delivery and  that  the  transported sequences retain  their activity. 
These  results are even more attractive  considering  that CNTs exert also an  important activity 
against  enzymatic  digestion.107  In  fact  oligonucleotides,  when  wrapped  on  SWCNTs,  are 
protected  from  enzymatic  cleavage  and  interference  from  nucleic  acid  binding  proteins, 
increasing their stability in cells. 
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Furthermore,  Li  et  al.  reported  that  oxidized  SWCNTs  induced  a  stabilization  of  the 
human  telomeric  i‐motif of DNA. Even  though  the question still needs  to be studied,  this very 
particular  possibility  could  be  exploited  in  anti‐neoplastic  systems,  since  the  stabilization  of 
telomeric quadruples  inhibits telomerase, which  is an essential enzyme  for the proliferation of 
cancer cells.108 
1.6 Alternative CNT‐based anticancer strategies 
Cancer  treatments  can  be  exerted not only by  the  administration of drugs,  and CNT‐
based systems have been explored also with different approaches. 
Some of  these works  focus mainly on  the  targeting  issue, which  is of  course of  great 
importance  in  cancer  therapy,  without  studying  a  specific  therapeutic  possibility.  A  specific 
recognition of membrane receptor was achieved with Ab‐functionalized SWCNTs.109 They were 
functionalized  with  a  phospholipid‐PEG,  in  order  to  increase  solubility  and  to  prevent  non‐
specific binding in the biological environment, and subsequently the terminal amines of the PEG 
were  covalently  functionalized  with  two  different  antibodies  (Rituxan  and  Herceptin).  The 
binding to corresponding membrane receptors (CD20 on B‐cells, and HER2/neu on breast cancer 
cells, respectively) was proved in vitro exploiting the intrinsic near‐infrared fluorescence of CNTs, 
thus demonstrating the feasibility of using antibodies as targeting agent  in applications such as 
imaging  or  drug  delivery.  Raman  spectroscopy  was  also  used  as  an  imaging  technique  for 
CNTs.110  Also  in  this  case  a  phospholipid‐PEG‐CNT  construct was  used.  Derivatives  bound  to 
different  antibodies  or  to  RGD  peptide were  prepared  using  SWCNTs with  different  isotope 
composition,  that  display  well‐shifted  Raman  G‐band  peaks.  In  this  way,  it  was  possible  to 
distinguish  the different CNT  constructs  in mixed  cellular populations, proving  that  they were 
able to selectively recognize their specific target. Raman imaging was used also for both in vitro 
and direct  in  vivo  studies by Zavaleta et al., with PEGylated  SWCNTs  functionalized with RGD 
peptide  (same  construct  of  ref.  85).111  The  in  vitro  data  showed  that  αVβ3  integrin‐positive 
tumour  cells  (U87MG)  internalized  the  construct much better  than SWCNTs without RGD and 
more  than  αVβ3  integrin‐negative  cells  (HT29). Direct  in  vivo data  showed  selective prolonged 
accumulation of the RGD‐bearing SWCNTs in the tumour, while the non‐targeted SWCNTs gave 
an  initial tumour accumulation, followed by a rapid decrease. With an alternative approach, an 
antibody was bound to SWCNTs exploiting  the high affinity  interaction between protein A and 
the  Fc  portion  of  the  antibody  itself.112  SWCNTs wrapped with  phospholipid‐PEG‐COOH were 
bound  to  protein  A  by  amidation.  Then,  an  anti‐integrin  antibody,  previously  marked  with 
fluorescein, was linked to the system. This antibody recognizes a specific integrin overexpressed 
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on  various  cancer  cells,  rendering  the  construct  suitable  for  cancer  targeting.  After 
demonstrating  that  the  construct  was  not  cytotoxic,  its  internalization  was  studied  via 
fluorescence confocal microscopy both in integrin‐positive (U87MG human glioblastoma cancer 
cells)  and  integrin‐negative  (MCF‐7  human  breast  cancer  cells)  cell  lines,  proving  the  specific 
targeting.  In  fact,  only U87MG  cells  internalized  the  SWCNT  construct, while  no  intracellular 
fluorescence was detected for MCF‐7 cells or for U87MG cells after a pre‐treatment with the Ab 
alone.  The  authors  therefore  hypothesized  an  integrin‐mediated  endocytosis  as  uptake 
mechanism. Bottini et al. studied the internalization of SWCNTs‐Quantum Dot (QD)‐streptavidin 
complexes by CD3 positive‐leukaemia  cells, monitoring  the  intracellular QD  fluorescence.64  In 
this case the process was rather complex and the uptake was mediated by a multi‐component 
recognition. First, a biotinylated anti CD3‐antibody bound the CD3 receptor on cell membrane, 
then  the  streptavidin‐bearing  SWCNTs  attached  the  biotinylated  antibody,  showing  high 
internalization. On the contrary, poor uptake was observed when: i) the antibody was absent, ii) 
a non‐biotinylated antibody was used,  iii)  the experiments were carried out at 4°C and  iv)  the 
cells  did  not  express  CD3‐receptor  on  the membrane  (CD3  negative  cell  line). All  these  data 
suggest a receptor‐mediated endocytosis for this construct. 
1.6.1 Thermal ablation 
A very  interesting application of carbon nanotubes  in cancer  therapy could arise  from 
their  intrinsic optical properties, which  can be  exploited  to  kill  cancer  cells by photo‐thermal 
destruction. In fact the optical absorbance of this material is very high in the NIR (near‐infrared) 
region, 700‐1100 nm, while biological systems are transparent to these wavelength lights. 
It  is worth notice  that,  to our best knowledge, gold nanoshells and gold nanoparticles 
represent  the  only  other  materials  which  have  given  good  results  in  photothermal  cancer 
treatment with NIR radiation.113  In this case the  laser  intensity and the radiation time used are 
often higher  than  the ones needed  to kill  the cells with CNTs. This observation make CNTs an 
even more promising candidate in the field, opening the way to further exploration, to reach the 
laser energy level of 35‐45 mJ/cm2, established as the safety standard for medical lasers.114 
Among the studies carried out, it is important to distinguish the non‐targeted ones, both 
in vitro,115 and  in vivo, when CNTs were directly  injected  in the tumour,116 and the ones where 
CNTs were specifically targeted to tumour cells. 
The first paper reporting this possibility was published in 2005 by Dai and co‐workers.59a 
SWCNTs were non‐covalently functionalized with phospholipid‐PEG chains bearing a fluorescent 
tag or a folic acid molecule. The complex was then administered to HeLa cells overexpressing the 
folate  receptor  (FR+  cells) and  to normal HeLa  cells as a  control. The  FR+  cells  showed a high 
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internalization of  the  folic  acid‐SWCNTs derivative,  imaged by  fluorescence microscopy, while 
the normal cells showed poor uptake. Cells were then radiated by an 808 nm laser (1.4 W/cm2) 
for 2 minutes,  this  treatment  resulting  in extensive FR+  cell death and  in normal proliferation 
behaviour for cells that did not  internalize the carbon nanotubes. A multi‐component targeting 
system was created, binding to SWCNTs two different monoclonal antibodies, specific for breast 
cancer cells antigens (IGF1R and HER2).117 The double targeting should ensure high efficacy and 
selectivity.  The  derivatives  were  prepared  functionalizing  CNTs  with  1‐pyrenebutanoyl 
succinimmide,  able  to  stick  to  the  aromatic  surface of  the nanotubes by  π‐π  interaction,  and 
bearing  an  anchoring  group  for  linking  the  antibodies.  Cells  were  incubated  with  different 
conjugates and they were then excited by 808 nm photons at 800 mW/cm2 for 3 minutes. As a 
consequence,  the nanotubes were heated and  the  increased  temperature destroyed  the  cells 
that  internalized  them. After  this  treatment,  all  the  cells  incubated with  the  IGF1R  and HER2 
antibody/SWCNTs  hybrids  were  destroyed,  while  the  80%  of  the  cells  incubated  with  non‐
specific  antibody/SWCNTs  hybrids  survived,  indicating  the  specific  internalization  of  the 
nanotubes driven by  the presence of specific  receptors on cancer cells.  In another work, non‐
covalent  SWCNTs‐Ab  derivatives  were  prepared  exploiting  the  strong  binding  between 
neutravidin attached to the Ab and biotin present on a polymer coating of SWCNTs.118 They were 
targeted  to human  cells presenting  the  specific antigen  for  the Ab and  subsequent  treatment 
with  a NIR  laser  (808 nm, 5000 mW/cm2  for 7 min)  resulted  in  a  significant decrease  in  cells 
viability.  Since  the  disadvantage  of  non‐covalent  constructs  is,  as  already  mentioned,  the 
possible  dissociation  in  biological  fluids,  the  same  authors  prepared  a  covalent  SWCNTs‐Ab 
construct by forming amidic bonds between carboxylic groups of oxidized SWCNTs and amines 
of two different Ab (anti‐CD22 or anti‐CD25).119 To assess the specific binding to human Burkitt’s 
lymphoma  cells  (CD22+CD25‐)  and  phytohemagglutinin‐activated  normal  human  peripheral 
blood mononuclear  cells  (CD22‐CD25+),  the  cells  were  treated  with  the  constructs  and  with 
fluorescein‐conjugated  goat  anti‐mouse  immunoglobulin  (FITC‐GAMIg)  and  analysed  through 
flow  cytometry.  The  results  clearly  showed  specific  recognition  of  the  correspondent  cell 
receptor  by  the  two  Ab‐SWCNTs  conjugates.  Finally  the  thermal  ablation  of  the  specifically 
targeted cells was achieved after exposure to NIR radiation (808 nm laser, 9.5 W/cm2, for 4 min). 
Among  cancer  thermal  ablation  studies  involving  CNTs,  an  interesting  option  was 
recently  described  by  Peng  and  co‐workers.120  Targeting  cancer  could  be  translated  more 
specifically  into  targeting  cancer  stem  cells.  These  cells  are  responsible  for  formation  of 
metastases, resistance to therapies and restoration of tumours, and therefore they represent a 
very  important  target  to study and more efforts should be made  in  this direction. The chosen 
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targets were  CD133+  glioblastoma  cells,  presenting  high  tumorigenicity  and  cancer  stem‐like 
properties. SWCNTs were wrapped with chitosan, which was then covalently coupled to CD133 
monoclonal  antibody.  These  CNTs  were  tested  in  vitro  with  both  CD133+  and  CD133‐ 
glioblastoma  cells,  and  internalization  was  observed  only  by  the  CD133+  cells,  which  were 
subsequently  killed  upon  exposure  to  NIR  laser  radiation  (808  nm,  2  W/cm2,  for  5  min). 
Furthermore  the  treatment  with  CNTs  followed  by  NIR  radiation  inhibited  spheroid  body 
formation, which  represents  an  index of  cells  self‐renewal.  To partially  translate  the  study  in 
vivo, CNTs‐treated or untreated cells were used to induce tumour formation in nude mice. Two 
days after the subcutaneous injection the mice were subjected to NIR laser radiation, resulting in 
significant inhibition of tumour growth when CNTs were used. 
All these reports are a further confirmation of the ability of carbon nanotubes to serve as 
a targeted nanovector for cancer, exploiting in this case a NIR‐induced thermal ablation. 
1.6.2 Radiotherapy & BNCT 
As  already  mentioned,  the  main  purpose  of  attaching  radioisotopes  to  CNTs  is 
represented by  imaging  studies,  to determine  their biodistribution  following  the  radioisotope 
traces,  but  also  a  therapeutic  application  can  be  envisaged.  McDevitt  et  al.  reported  the 
preparation of a SWCNT derivative bearing an 111In (Indium 111) chelate and they have studied 
its  biodistribution,  finding  accumulation  mainly  in  kidney,  spleen  and  liver.121  The  same 
derivative was  then  further  functionalized with a  tumour  specific monoclonal antibody, and  it 
was delivered in vivo in a murine model of disseminated human lymphoma, showing a selective 
tumour  targeting.  Therefore,  the  replacement  of  indium  with  a  proper  radionuclide  would 
render  these  constructs  ideal  for  their application  in  radiotherapy.  In  fact,  the preparation of 
covalent CNTs‐Ab  constructs  intended  to  target  tumour neo‐vasculature  for  radiotherapy was 
reported  recently  by  same  authors.122 Angiogenic  endothelial  cells  express  on  their  surface  a 
monomeric  cadherin  that,  forming dimers with  cadherins on  close  cells,  constitutes  the  tight 
junctions of normal vascular endothelium. In tumours, these cells are poorly connected (that  is 
one of the reasons for EPR effect) and the cadherin are in the monomeric form, which is the only 
one  recognized by antibody E4G10. Doubly  functionalized SWCNTs were prepared, binding  to 
the CNTs the specific antibody and the alpha particle‐emitting 225Ac (actinium 225) radionuclide 
generator, able to kill the targeted cell and the tissue in its proximity. The compound was tested 
in  vivo  via  intravenous  injection  on  xenografted  tumour‐mice:  it  reduced  tumour  growth, 
improving mice survival in comparison to controls bearing different antibody. The success of this 
approach  is very promising because,  in principle,  the  targeting of  tumour vasculature  renders 
these kinds of constructs suitable for any kind of solid tumour. 
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The  interesting possibility of employing CNTs  in boron neutron capture therapy (BNCT) 
was explored.18a BNCT is based on the reaction between 10B, after it reached the target cells, and 
a neutron beam, that generates 11B, which subsequently ejects an energetic short‐range alpha 
particle and a  lithium  ion. These species deposit most of their energy within the cell, seriously 
damaging DNA. In order to be effective in cancer therapy, the boron needs to reach tumour cells 
with  an  adequate  concentration  and  CNTs  could  be  the  right  candidate,  considering  their 
capacity to cross biological membranes. Carborane were derivatized with azides and allowed to 
react  with  the  double  bonds  of  SWCNTs,  leading  to  the  formation  of  aziridine  rings, 
subsequently opened  to  give  a water‐soluble  ethoxo‐derivative  suitable  for  in  vivo  tests.  The 
derivatives  were  used  in  tissue  distribution  experiments  on  mice  transplanted  with  EMT6 
mammary  cancer  cells,  achieving  a maximum  boron  concentration  in  tumour  tissue  (27.9  μg 
boron/g tissue) 16 hours after administration. The tumour‐to‐blood boron ratio was favourable, 
with a much higher concentration in tumour cells than in the bloodstream, probably due to EPR 
effect. These results permit to seriously consider boron‐CNT derivatives suitable for BNCT, even 
though, to the best of our knowledge, no further toxicity studies on these derivatives have been 
reported so far. 
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power a sort of re‐pristinization of the sample occurred, as can be clearly observed  in Figure 7. 
We analysed the Raman bands of the sample using not only the 633 nm laser, but also the 785 
nm and the 532 nm ones and we obtained spectra similar to the one at 633 nm, in terms of D‐
band and loss of RBM. The slight differences are, of course, due to the fact that different tubes 
are in resonance at the energy of the specific laser used. 
Considering  the 785 nm  laser,  the  starting  laser power used was 0.57 mW/µm2. Laser 
power density was then gradually increased. At 2.86 mW/µm2 we started to observe a decrease 
in the D/G ratio, a lower baseline and a better definition of RBM bands. Afterwards we exposed 
the  sample  to  a  laser  power  density  of  5.73  mW/µm2,  which  gave  a  too  high  response, 
corresponding  to  a  saturated  spectrum  (not  reported),  but  resulted  in  a  complete  re‐
pristinization of  the  sample, appreciable when  the analysis was  repeated again at  lower  laser 
power (Figure 7a). By comparison of this spectrum with the one of the pristine SWCNTs obtained 
using the same  laser wavelength, we can clearly notice that the two profiles are pretty similar, 
apart  from  the  RBM  zone, where  an  enrichment  of  certain  tubes with  respect  to  others  is 
evident (Figure 7b). Also, an overall increase in the Raman cross section was observed (note that 
all  the spectra are normalized  to  the G band maximum),  in  fact we needed  to  lower  the  laser 
power density to collect the spectrum after the re‐pristinization took place (Figure 7a). 
The same phenomenon was observed using  the 532 nm and 633 nm  lasers, with  laser 
power  of  2.07 mW/µm2  and  2.55 mW/µm2  respectively.  In  both  cases,  the main  difference 
between the pristine SWCNTs and the re‐pristinized ones were in the RBM zone and in the shape 
of the G‐band, both correlated with different composition of the SWCNT sample (Figures 7c and 
7d). 
We hypothesize that this phenomenon  is due to thermal effects.  In  fact, treating CNTs 
with  a  high  power  laser  resulted  in  a  local  increase  of  temperature,  to which we  ascribe  an 
annealing of amorphous carbon and structural defects, and, consequently a re‐establishment of 
the  sp2 network. Of  course,  the  tubes  that where  completely destroyed during  the oxidation 
were not present anymore,  therefore  leading  to an enrichment of  the  sample with  remaining 
tubes, as confirmed by the changes in the RBM and G‐band patterns. In particular, the loss of the 
higher  wavenumber  RBM  bands,  observed  with  all  the  lasers,  confirmed  the  selective 
destruction of smaller diameter tubes by the aggressive acid treatment. 
A confirmation for this thermal effect could arise from the reversible shift in the G‐band 
to  lower wavenumbers  (from  approximately  1593  nm  to  1584  nm)  upon  increasing  of  laser 
power density (Figure 7a), since this downshift has been correlated with a lengthening of the C‐C 
distances as the nanotube undergoes thermal expansion.5 
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shown). This is a further confirmation that the phenomenon we observed consisted not only in a 
purification of the sample from the amorphous carbon content, but also in a structural recovery.  
In  conclusion,  oleum/nitric  acid  treatment  of  SWCNTs  resulted  in  the  production  of 
shortened and disentangled CNTs, bearing carboxyl and sulfonic groups, with a big improvement 
in dispersibility. On the other hand, the treatment produced a  lot of amorphous carbonaceous 
material,  which  was  successfully  removed  by  a  subsequent  NaOH  washing  treatment.  In 
addition, we observed for the first time a laser‐mediated re‐pristinization of the SWCNT tubular 
structure, that effectively mended the defects introduced by the oxidation. 
2.2 Mechanochemical shortening of SWCNTs 
One of  the main  limitations of  a wet  approach  for  SWCNT  shortening  is  their  lack of 
solubility as pristine material that can determine a non‐homogenous cutting, since the material 
is in form of bundles and therefore the oxidation will not evenly affect all the nanotubes in each 
bundle.  With  the  oleum‐based  treatment,  as  already  explained,  the  intercalation  step  was 
intended for a better homogeneity of the dispersion.  In the case of the ball milling shortening, 
the problem of the lack of solubility has been directly bypassed, since we worked in the absence 
of any solvent. At the same time a dry approach has the advantage of reduced pollution, lower 
costs,  and  ease  of  scale‐up.  Mechanochemistry  involves  the  transformation  of  mechanical 
energy into the driving force for chemical modifications, that can be seen as an alternative way 
to overcome thermodynamic barriers with respect to more classical systems, such as heating or 
enzymatic catalysis, and  it  is generally performed  in the absence of any solvent. Few examples 
have been reported so far in this field: e.g. stress‐induced homolytic bond cleavage for polymers 
has been extensively studied.11 
In the case of CNTs, the mechanical stress should break them in correspondence of pre‐
existing defects, where  local strain  is higher, but could also  induce  local deformations, such as 
kinking or twisting, that cause strain energy to concentrate in some points, where breaking will 
occur. Some studies have already been published where ball milling was used to cut MWCNTs, 
leading  to  the  formation  of  carbon  nanoparticles  similar  to  carbon  onions  (spherical  form  of 
carbon  made  of  concentric  fullerenes),12  or  to  shortened  MWCNTs.13  Also  a  study  on  the 
shortening of SWCNTs has been published, but in this case the authors observed an aggregation 
effect of the ball milling treatment on the CNTs.14 
We have studied the possibility of using mechanical activation through a planetary ball 
mill, for obtaining large‐scale quantities of shortened SWCNTs (s‐SWCNT), with a homogeneous 
distribution of  length. The  instrument  is made of a  steel grinding  jar containing  steel grinding 
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We could calculate a  loading of 24% of Ab with  respect  to  the whole conjugate  for  s‐
DWCNT‐1  (in  terms of weight). Similarly,  loading values of 25% and 28% were obtained  for  s‐
DWCNT‐4  and  7,  respectively.  These  values  are  in  good  agreement with  the  decrease  of  Ab 
concentration  in the supernatants of the coupling reactions (Figure 3), considering that part of 
the antibody disappearing  from the supernatant was simply adsorbed on CNT and therefore  it 
was washed  off  after  the  reaction.  The  loading  calculated  by  TGA,  if  expressed  in molarity, 
correspond  to  concentrations  of  2.1,  2.2  and  2.6  µmol  of Ab  per  gram  of  CNT  for  the  three 
conjugates  respectively, meaning  that only  a  small  fraction  (less  than  10%) of  the maleimide 
groups reacted with the antibody, probably due to steric hindrance. 
Finally, the functional activity of the Ab coupled to carbon nanotubes was studied. This is 
the first fundamental step to prove that the Ab is still able to exert its activity. In this context, we 
assessed  by  surface  plasmon  resonance  (SPR)  the  recognition  capability  of  the  CNT‐coupled 
antibody  towards  its  antigen.6  This  technique  allows  the  measurement  of  the  specific 
interactions between the antibody and  its antigen  in real time. For this purpose, the antigen  is 
immobilized on a sensor chip surface while the antibody is allowed to continuously flow over it, 
in  order  to  let  it  bind  to  the  surface  if  the  recognition  takes  place.  The  interaction  is  then 
detected as a change  in the refractive  index at the  interface between the chip surface and the 
aqueous media above it, and it is presented as a sensorgram. The registered sensorgram offers 
the  possibility  to  calculate  the  kinetic  parameters  of  the  interaction  (i.e.  the  association  and 
dissociation  rate  constants).  First of all,  the antigen  sequence  296HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA315, 
which belongs  to  the  antibody‐recognized domain of PEM,7 was  synthesized,  together with  a 
control peptide (called “scrambled” antigen, APHADPSTPGAPSVTPRTAG) with the same number 
and type of amino acids, but placed at different positions in the sequence. This control enabled 
us to evaluate the non‐specific component of the binding between the antibody and the antigen. 
Each  sensorgram  was  obtained  measuring  simultaneously  (in  two  different  channels)  the 
response to the analyte with the real antigen and with the scrambled one,  in order to subtract 
the non‐specific component of the binding. Indeed, the antibody recognized only the antigen but 
not  the  “scrambled”  antigen,  thus  confirming  its  high  selectivity. We  also  performed  control 
experiments using  s‐DWCNT‐2  to evaluate  the possibility of non‐specific binding between  the 
antigen and the nanotubes and we found a response close to zero (data not shown). Finally, we 
assessed  the  interaction of  the  three Ab‐CNT constructs obtained. All conjugates were able  to 
recognize the antigen on the sensor chip, giving a positive response (Figure 8). 
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The degree of loading related to Fab’ and scFv was evaluated using TGA (Figure 17). The 
increase  in  the  weight  loss  for  the  final  conjugates  relative  to  their  precursors  (at  the 
temperature  at  which,  according  to  the  first  derivative,  the  weight  loss  was  complete) 
corresponds to the Fab’ or the scFv bound to the MWCNTs. 
Loading of Fab’ or scFv  s‐MWCNT‐5A  s‐MWCNT‐5B  s‐MWCNT‐6A  s‐MWCNT‐6B 
Weight % in the conjugate  6.8  6.3  9  8.4 
µmol/g of CNT precursor  1.5  1.4  3.3  3.1 
Table 1. Loading values relative to Fab’ and scFv for s‐MWCNT‐5A, 5B, 6A and 6B. 
Thus,  it was  possible  to  calculate  how much  protein was  attached  on  the  nanotubes 
(Table 1). These values are in good agreement with the decrease of Fab’ or scFv concentration in 
the supernatants of the coupling reactions, considering that part of the Ab fragments, especially 
scFv, was simply adsorbed on CNT and therefore it was washed off after the reaction. Moreover, 
they  correlate well  also with  the  relative  intensities of  electrophoretic  spots,  considering  the 
amount of material loaded for each well (Figure 15). 
As for the previous conjugates, the most important characterization of the material was 
SPR. All the compounds gave a positive response (Figure 18), even  if with  lower  intensity than 
the response obtained with the Ab‐DWCNTs constructs. This is probably due to the lower degree 
of  functionalization  obtained  for  these  conjugates,  and  to  the  lower  affinity  for  the  antigen 
possessed by Fab’ and scFv, with respect to the full IgG. 
In  conclusion,  we  prepared  different  kinds  of  covalent  Ab‐CNT  conjugates,  using 
DWCNTs and MWCNTs and either the whole IgG or smaller fragments, i.e. Fab’ and scFv. In the 
case of MWCNTs we used a double functionalization strategy in order to introduce on the CNTs 
also  a  probe,  necessary  for  biological  studies. We  proved  the  effectiveness  of  the  covalent 
strategy by means of different  complementary  techniques, and,  importantly, we assessed  the 
capability of all the constructs to specifically recognize the antigen. 
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according to the fluorescein green signal and, for s‐MWCNT‐5A, to the red fluorescence of hCy3 
bound to the Fab’. 
It is possible to conclude that the uptake and the intracellular trafficking of the Fab’‐CNT 
and of the scFv‐CNT conjugates were driven, at least in part, by CNTs. In fact, all the constructs 
were  internalized even by PEM negative  cells  (while Fab’ alone was not) and  the  fate of Fab’ 
after 24 h was different  if  it was alone or bound to the CNTs. Considering these preliminary  in 
vitro results we could not state if these conjugates would be specifically targeted in vivo towards 
PEM‐positive  cells, but we  can  conclude  that CNTs were able  to deliver  their Ab  cargo  inside 
cells,  following also an energy‐independent pathway, and  therefore dramatically changing  the 
intracellular fate of the material. This important observation paves the way to the use of CNTs to 
deliver antibodies inside cells, thus leading to a variety of unexplored therapeutic possibilities. 
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Conjugation of doxorubicin to CNSs 
Doxorubicin  is an antineoplastic drug that exerts  its activity mainly at the  level of DNA, 
by inhibition of topoisomerase II, an essential enzyme for DNA replication. Though being widely 
used,  its clinical utility  is hindered by  the onset of a severe cardiomyopathy, due  to  its  lack of 
selectivity, and by multi‐drug resistance (MDR). Both these limitations, and the way nanocarriers 
could help  in overcoming  them, have been already analysed  in  the  Introduction  (see Chapter 
1.5). Many studies have been published so  far  in which CNT‐based systems were used  for  the 
delivery of doxorubicin, making it a promising tool (see Chapter 1.5.2 and in particular Table 1).1 
Nevertheless, none of these works used a covalent approach for the conjugation of the 
drug to CNTs. The major  limitation of a non‐covalent construct  is  its  lack of stability  in vivo, as 
already  explained  (see  Chapter  1.2.1).  In  fact, most  of  the  above  papers  that  addressed  this 
question reported  the undesired partial release of non‐covalently bound doxorubicin  from  the 
carrier.1c,g,h  For  this  reason  we  decided  to  prepare  covalent  doxorubicin‐CNT  conjugates, 
exploiting the primary amine present on the sugar of the drug. However,  it  is known from the 
literature  that substituents  in  that position strongly affect  its activity.2 Therefore, also another 
construct was prepared,  introducing a cleavable  linker between the carrier and doxorubicin, to 
trigger its release once the system is internalized. To this end we choose a tetrapeptide, glycine‐
phenylalanine‐leucine‐glycine (GFLG), known to be cleaved by lysosomal cathepsins and already 
used as a linker to release polymer‐bound doxorubicin.3 
In  order  to  better  study  the  chemistry  of  the  conjugates we  first  prepared  fullerene 
derivatives and then we translated the same chemistry to CNTs. Additionally, this strategy led to 
an expansion  in the kinds of constructs to be tested, thus allowing a comparison between the 
biological behaviour of the different carbon nanostructures (CNSs). 
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Experimental part 
5.1 Materials and Methods 
Chemicals were purchased from Sigma‐Aldrich or Acros Organics and used as received, 
when  not  differently  specified.  Solvents were  purchased  from  Sigma‐Aldrich,  and  deuterated 
solvents from Cambridge Isotope Laboratories. 
Single‐Walled  carbon  nanotubes  (HiPCO),  were  purchased  from  Carbon 
Nanotechnologies (lot #R0510C). 
Double‐walled  carbon  nanotubes  (CCVD),  were  provided  both  as  pristine  and  as 
shortened and oxidized by Nanocyl. 
Multi‐walled  carbon  nanotubes  (CCVD),  were  purchased  from  Nanostructured  & 
Amorphous Materials  (stock# 1240XH and 1237YJS). 
Antibody hCTM01 IgG, Fab’ and scFv were obtained from UCB. 
Column  chromatography was  carried out with Merck  silica  gel 60  (particle  size 40‐63 
µm). 
Preparative thin  layer chromatography was carried out with Analtech pre‐coated glass 
plates with 1.5 mm thick silica gel. 
Thin layer chromatography  was carried out on Merck pre‐coated aluminium plates with 
silica gel 60 F254. 
When anhydrous  reaction conditions were  required,  reaction  flasks were dried with a 
heating gun (300‐500 °C), placed under high vacuum using a Schlenk line and purged with Ar. To 
keep the atmosphere dry and inert balloons filled with Ar where used. 
CNTs  washing  procedure  by  filtration  consisted  in  dispersing  the  nanotubes  in  the 
specified  solvent  (at a  concentration of about 1mg/mL),  followed by  sonication  for 15‐20 min 
and  vacuum  filtration on polytetrafluoroethylene  (PTFE) Millipore  filters of  the  specified pore 
size.  The  procedure was  normally  repeated  twice  or  three  times  for  each  solvent.  Et2O was 
subsequently poured on the filtered CNTs, and vacuum was applied for 30 min after emptying 
the filtration flask. Finally, CNTs were scratched from the filter and dries under high vacuum. 
Kaiser test was performed using Fluka Kaiser test kit. In a typical test, 0.3‐0.5 mg of CNTs 
were weighted. 75 µL of the kit solution of phenol (80% in EtOH) and 100 µL of the kit solution of 
Chapter 5 
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KCN  (in H2O/pyridine) were added and  the dispersion was  sonicated  for 2 minutes  in a  sonic 
bath. Subsequently, 75 µL of the kit solution of ninhydrin (6%  in ethanol) were added, and the 
mixture was heated at 120  °C  for 10 minutes. Then,  it was cooled and diluted with EtOH/H2O 
(60%) to a final volume of 3mL. After centrifugation, the absorption spectrum of the supernatant 
was measured, using as a blank a solution obtained in the same way as above but without CNTs. 
The value of the absorption maximum at 570 nm was used to calculate amine loading in the CNT 
sample  (Ɛ  =  15000  M‐1cm‐1).  Reported  values  are  average  of  at  least  two  separate 
measurements. 
Dialysis  of  Ab  or  Ab‐CNTs  samples  was  carried  out  with  Spectrum  Laboratories 
membranes  (regenerated  cellulose membrane with  a 12‐14 KDa molecular weight  cutoff  and 
cellulose ester membranes with a 300 KDa molecular weight cutoff). 
Size‐exclusion  chromatography of  Fab’  and  scFv  samples was performed using PD‐10 
Desalting Columns pre‐packed with Sephadex G‐25 Medium, equipped with a  LabMate PD‐10 
Buffer Reservoir (GE Healthcare). 
Gel  electrophoresis  was  performed  with  a  mini‐vertical  electrophoresis  system 
(Invitrogen XCell  SureLock), using  a Novex®8‐16% Tris‐Glycine  gel  (Invitrogen)    and  run under 
either  non‐reducing  or  reducing  conditions  (by  addition  of  5%  β‐mercaptoethanol).  The  gels 
were stained with Coomassie blue. 
Ellman’s assay was performed as  follows: a stock 0.01 M solution of 5,5'‐Dithio‐bis‐(2‐
nitrobenzoic  acid)  (DTNB)  in  PBS‐EDTA‐NaHCO3  (pH  7.8) was  prepared;  10  µL  of DTNB  stock 
solution were  diluted with  500 µL  of  buffer,  and  50 µL  of  analyte  solution was  added. After 
incubation at r.t. for 15 min, the absorption spectrum of the solution was measured, using as a 
blank  a  solution  obtained  in  the  same way,  adding  50  µL  of  buffer  in  place  of  the  analyte 
solution. The value of the absorption maximum at 412 nm was used to quantify free sulfhydryl 
groups in the analyte solution (Ɛ = 14150 M‐1cm‐1). 
5.2 Instrumentation 
Ball milling treatments were carried out in a PM100 Planetary Mill (Retsch). 
Microwave‐assisted reactions were carried out in a CEM Discover reactor. 
Nuclear magnetic  resonance  (NMR) 200 MHz 1H‐NMR and 50 MHz 13C‐NMR  spectra 
were obtained on a Varian Gemini 200 spectrometer. 500 MHz 1H‐NMR spectra were obtained 
on a Varian  Inova. Chemical shifts are  reported  in ppm using  the solvent  residual signal as an 
internal reference (CDCl3: δ H = 7.26 ppm, CD3OD: δ H = 3.31 ppm, DMSO‐d6: δ H = 2.50 ppm). 
  Experimental part 
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The  resonance multiplicity  is  described  as  s  (singlet),  d  (doublet),  t  (triplet),  q  (quartet),  dd 
(doublet of doublets), ddd (doublet of doublets of doublets) m (multiplet), br (broad signal). 
Mass  spectrometry:  Electrospray  Ionization  (ESI) mass  analysis  was  performed  on  a 
Perkin‐Elmer API1. Matrix‐assisted laser desorption‐time of flight (MALDI‐TOF) mass analysis was 
performed  on  a  Bruker  Daltonics  instrument,  using  a  matrix  of  1,8‐dihydroxy‐9(10H)‐
anthracenone  (dithranol)/silver  trifluoroacetate.  Mass  isotopic  distribution  simulation  were 
performed with IsoPro 3.1 software. 
UV–vis–NIR spectra were recorded on a Cary 5000 Spectrophotometer (Varian), using 1 
cm path quartz or optical glass cuvettes. 
Fluorescence spectra were recorded on a Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer 
(Agilent Technologies), using 1 cm path quartz cuvettes. 
Thermogravimetric analyses were performed using a TGA Q500 (TA  Instruments), with 
the following procedure: isotherm at 100°C for 20 min (to remove residual solvent), ramp from 
100  to  1000°C  at  10°C/min,  under  N2  or  air with  a  flow  rate  on  the  sample  of  60 mL/min. 
Reported graphs are average of at  least two separate measurements. Ab‐CNT samples (in PBS) 
were extensively washed with milliQ water by  several cycles of centrifugation and  removal of 
the  supernatant,  followed  by  a  dialysis  (12‐14  kDa  cutoff  membrane),  and  subsequently 
lyophilized, prior to TGA analysis, in order to remove the salts present in the buffer. 
TGA‐MS  experiments  were  performed  on  the  same  TGA  instrument  coupled  with  a 
ThermoStar Mass  Spectrometer  (Pfeiffer  Vacuum) with  the  following  procedure:  isotherm  at 
100°C for 20 min, ramp from 100 to 800°C at 20°C/min, under He with a flow rate on the sample 
of 60 mL/min. 
AFM  analyses  were  carried  out  in  Tapping‐Mode  (TM‐AFM),  in  air  at  r.t.,  using  a 
Nanoscope  IIIa, MMAFMLN  (Veeco). Surfaces were  imaged with phosphorus‐doped silicon  tips 
(cantilever:  thickness = 3.5–4.5  μm,  length = 115–135  μm,  frequency  f0 = 245–279  kHz,  force 
constant k = 20–80 N/m; Veeco). Statistical analysis of  the AFM  images was  carried out using 
Gwyddion 2.14  software. The  surfaces  for AFM analyses were prepared as  follows:  s‐SWCNTs 
were dispersed in 1% SDBS aqueous solution at a concentration of 0.02 mg/mL, by 5 h sonication 
in a sonic bath. Nanotubes were then deposited on mica surfaces by spin‐coating (3000 rpm, 3 
min) 100–200 μL of these solutions. Finally, the surfaces were heated for 4 h in an oven at 180 
°C, to remove the surfactant. 
Raman  spectroscopy  analyses  were  performed  on  an  inVia  Raman  microscope 
(Renishaw), equipped with lasers at 532 nm, 633 nm or 785 nm, on solid samples deposited onto 
Chapter
118 
 
a  glass 
differen
T
voltage 
were typ
of  sonic
3.00 mm
vacuum 
The  sen
purchas
HEPES, 1
used  as 
surface 
perform
formate
ethanola
Biotinyla
streptav
dissolve
constant
min,  fol
each exp
5.3 Exp
5.3.1 Or
N‐Boc‐a
  T
solution
the mixt
under va
celite to
 5 
coverslip.  Re
t areas of th
EM analyse
of 100 kV (im
ically suspe
ation,  and  t
,  200 mes
overnight, p
Surface plas
sor  chip  CM
ed  from  Bia
50 mM sod
running  bu
of  a  sensor
ed  by  inject
 buffer, pH 
mine  hydr
ted antigen
idin  until 
d/dispersed 
 flow rate o
lowed by a 
eriment by 
erimental P
ganic compo
mino‐dietho
o a  solutio
 of Boc2O (1
ure at 0°C. T
cuum, and 
 remove the
ported  spe
e sample, an
s were per
ages were 
nded in DM
hese  suspen
h,  coated  w
rior to the T
mon resona
5,  surfacta
core  and  st
ium acetate
ffer.  The  se
  CM5  chip w
ion  onto  th
4.3), which 
ochloride  (p
 and scramb
a  response
in the runn
f 20 μL/min
dissociation 
injection of 
rocedures
unds 
xy‐ethyl am
n of amino‐
1.79 g, 54 m
he reaction 
the resulting
 white prec
ctra  are  ave
d they are n
formed with
acquired us
F (apart from
sions were 
ith  carbon 
EM analysis
nce measur
nt  P20,  ami
reptavidin  f
, 3 mM mag
nsor  chip  fo
as  activate
e  activated
gave a  sign
H  8.5)  to 
led antigen 
  of  700  R
ing buffer. B
. Different c
phase of 3m
10 μL of 10 m
 
ine (1) 
diethoxy‐eth
mol) in CH2
was then st
 white semi
ipitate corre
rage  of  at 
ormalized to
 a Philips E
ing an Olym
 Ab‐CNT sa
drop‐casted
film),  whic
. 
ements wer
ne  coupling
rom  Sigma‐
nesium acet
r  the meas
d  by  EDC/N
  surface wit
al of approx
saturate  th
(1 μM in He
U  was  ob
inding expe
oncentratio
in. The sen
M HCl. 
yl amine  (2
Cl2 (100 mL
irred at r.t. f
‐solid was d
sponding to
least  5  diffe
 the G‐band
M 208 micr
pus Morada
mple, whic
 on  copper
h  were  sub
e performe
  kit  contain
Aldrich.  HEP
ate, 0.005%
urement w
HS.  Immob
h  35  μL  of 
imately 500
e  free  acti
pes buffer) w
tained.  Th
riments wer
ns of Ab or 
sor chip  su
 
0 g, 134.9 m
) was added
or 24 hours.
issolved in H
 the doubly
rent  analys
. 
oscope with
CCD camera
h were in PB
 or nickel  g
sequently  d
d on a Biaco
ing  NHS  an
ES‐buffered
 surfactant 
as  prepared
ilization  of  s
streptavidin
0 RU,  follow
vated  sites 
ere allowed
e  different 
e carried ou
Ab‐CNTs we
rface was  re
mol)  in CH
 drop‐wise o
 The solvent
2O (70 mL) 
substituted 
es  performe
 an accelera
). CNTs sam
S) with the 
rids  (diamet
ried  under 
re 3000 sys
d  EDC∙HCl w
  saline  (10 
P20, pH 7.4)
  as  follows
treptavidin
  (100  μg/m
ed by 20  μ
of  the  ma
 to interact 
analytes  w
t at 25°C w
re injected 
generated 
2Cl2  (100 m
ver 3 h, sti
 was evapor
and filtered 
by‐product
d  in 
ting 
ples 
help 
er  = 
high 
tem. 
ere 
mM 
 was 
:  the 
was 
L  in 
L of 
trix. 
with 
ere 
ith a 
for 3 
after 
L), a 
rring 
ated 
over 
. The 
  
aque
H2O
solv
Cha
N‐Bo
 
adde
drop
evap
H2O
rem
the 
with
N‐Bo
 
adde
The 
prod
Cha
N‐Ph
 
16.1
Star
colu
oil. C
N‐Ph
ous filtrate
  (50 mL) to 
ent  under 
racterization
c‐amino‐die
To a solu
d. Then, a s
‐wise over 3
orated und
  (70 ml  x 3)
oved under 
desired com
 literature.1 
c‐amino‐die
To a deo
d, and the 
catalyst was
uct  was  t
racterization
t‐N‐Boc‐am
N‐Boc‐a
 mmol) wer
k apparatus 
mn purificat
haracteriza
t‐amino‐die
 was extract
remove the 
vacuum  yi
s were in ac
thoxy‐ethyl
tion of 1 (7
olution of b
 h at 0°C , a
er vacuum, 
.  The  comb
vacuum. Pu
pound 2 (5.
thoxy‐ethyl
xygenated M
reaction fla
 removed by
riturated  in
s were in ac
ino‐diethoxy
mino‐dietho
e dissolved 
for 20 h. Th
ion (toluene
tions were in
thoxy‐ethyl
ed with CH2
excess of d
elded  comp
cordance wi
amino‐aceti
 g, 28.2 mol)
enzyl brom
nd the react
and  the  res
ined organic
rification by
52 g, 49%) a
amino‐aceti
eOH soluti
sk was purg
 filtration o
  diethyl  e
cordance wi
‐ethyl amin
xy‐ethyl am
in toluene (8
e solvent wa
/AcOEt 7:3)
 accordance
amine (5) 
Cl2 (50 mL x 
iamine, and
ound  1  (7
th literature
c acid benzy
 in CH2Cl2 (3
oacetate (6.
ion mixture 
idue was di
 phases we
 column ch
s a colourle
c acid (3) 
on (90 mL) o
ed with H2 t
ver celite, an
ther  to  g
th literature
e (4) 
ine 1  (4 g, 
0 mL), and 
s then evap
 afforded th
 with literat
3). The orga
then dried 
.9  g,  58%
.1  
l ester (2) 
 
0 mL) at 0 °
46 g, 28.2 m
was stirred 
ssolved  in C
re dried ov
romatograph
ss oil. Chara
 
f 2 (5 g, 12
hree times 
d the solve
ive  a  whit
.1 
 
16.1 mmol) 
the mixture
orated und
e pure prod
ure.1 
 
nic phase w
with Na2SO4
)  as  a  col
C, TEA (4.69 
ol) in CH2Cl
at r.t. overni
H2Cl2    (70 m
er Na2SO4,  a
y  (CH2Cl2/M
cterizations
.6 mmol), 10
and then sti
nt was evapo
e  solid  in 
and phthali
 was stirred
er vacuum a
uct (4.33 g, 
Experime
as backwas
. Evaporatio
ourless  visc
mL, 33.8 m
2 (40 mL) wa
ght. The sol
L) and was
nd  the  solv
eOH 97:3) 
 were in acc
% Pd/C (90 
rred at r.t. 
rated. The 
quantitativ
c anhydride
 at 120°C  in
nd chromat
71%) as a co
ntal part 
119 
hed with 
n of the 
ous  oil.  
mol) was 
s added 
vent was 
hed with 
ent was 
afforded 
ordance 
mg) was 
for 24 h. 
resulting 
e  yield. 
  (2.39 g, 
 a Dean‐
ographic 
lourless 
Chapter
120 
 
  T
in CH2Cl
reaction
removed
diethyl e
with lite
N‐Pht‐am
  T
was  add
added d
was eva
H2O  (50
removed
the desi
literatur
N‐Pht‐am
  T
was add
h.  The  c
resulting
Characte
Boc‐GFL
  T
(contain
the  solu
 5 
he N‐phtha
2 (15 mL), a
 mixture w
 under vacu
ther  to giv
rature.1 
ino‐dietho
o a solutio
ed.  Then,  a
rop‐wise ov
porated und
 ml  x 3).  Th
 under vac
red product 
e.1 
ino‐dietho
o a deoxyg
ed, and the 
atalyst was
  product  w
rizations we
G‐doxorubic
o  a  solutio
ing 12% H2O
tion at 0°C.
limido‐N‐Bo
nd TFA (15 
as  then  allo
um and the
e a white  so
xy‐ethylamin
n of 5 (3.41 
  solution  of
er 3 h at 0°C
er vacuum, 
e  combined
uum. Purific
6 (1.48 g, 40
xy‐ethylamin
enated MeO
reaction fla
  removed  b
as  triturate
re in accord
in (8) 
n  of  Boc‐G
, 31.7 mg, 2
 Then TEA  (
c‐amino‐die
mL) was slow
wed  to  reac
 resulting p
lid  in quan
o‐acetic aci
g, 8.7 mmo
  benzyl  bro
 , and the re
and the resi
 organic ph
ation by col
%) as a colo
o‐acetic aci
H solution 
sk was purg
y  filtration 
d  in  diethy
ance with li
FLG  peptide
07 µmol) an
29 µL, 207 
thoxy‐ethyl 
ly added t
h  r.t.  and 
roduct, as t
titative  yield
d benzyl est
l)  in THF (40
moacetate 
action mixtu
due was diss
ases were d
umn chrom
urless oil. Ch
d (7) 
(40 mL) of 6
ed with H2 t
over  celite,
l  ether  to  g
terature.1 
  (84.7 mg, 
d EDC∙HCl (
µmol) was 
amine 4 (4 
o the solutio
it was  stirre
rifluoroaceti
. Character
er (6)  
 
 mL) at 0 °C
(1.99  g,  8.7
re was stirr
olved in CH2
ried over N
atography  (A
aracterizati
 
  (1.48 g, 3.
hree times a
  and  the  so
ive  a  white
 
172  µmol) 
39.7 mg, 20
added, and 
g, 10.6 mmo
n, while sti
d  for  2  h.  T
c acid salt, w
izations wer
, TEA (3.64 
mmol)  in  T
ed at r.t. for
Cl2 (50 mL) a
a2SO4,  and 
cOEt/MeOH
ons were in 
5 mmol), 10
nd then stir
lvent was  e
  solid  in  qu
in  dry  DMF
7 µmol) wer
the mixture
l) was disso
rring at 0°C.
he  solvent 
as triturate
e  in accord
mL, 26.1 m
HF  (60 mL) 
 6 h. The so
nd washed 
the  solvent
 95:5) affo
accordance 
% Pd/C  (40
red at r.t. fo
vaporated.
antitative  y
  (1.5 mL),  H
e added, sti
 was allowe
lved 
 The 
was 
d  in 
ance 
mol) 
was 
lvent 
with 
was 
rded 
with 
 mg) 
r 24 
  The 
ield. 
OBt 
rring 
d  to 
  
reac
µmo
r.t. 
was
chro
1H‐N
Hz, 1
1H),
1H),
(s, 3
= 18
(dd, 
2H),
1040
Allo
 
(con
the 
reac
µmo
r.t. 
was
chro
(127
= 7.7
(br, 
22.7
(s, 1
5.8 H
Hz, 
h  r.t., and  i
l) and TEA (
under  Ar,  in
hed  twice w
matography
MR (500 M
H), 7.39 (d,
 6.67 (d, J = 
 4.78 (dd, J 
H), 4.06‐4.0
.8 Hz, 2H), 3
J = 14.6, 3.7
 1.35 (s, 9H)
.41], 1056.5
c‐GFLG‐doxo
To  a  so
taining 12%
solution at 
h  r.t., and  i
l) and TEA (
under  Ar,  in
hed  twice w
matography
.5 mg, 74%)
 Hz, 1H), 7.
1H), 6.88 (d
, 10.9, 5.7 H
H), 4.78 (dd,
z, 1H), 4.38
1H), 3.93 (d,
t was  stirred
29 µL, 207 µ
  the  dark, 
ith Et2O,  to 
  (CH2Cl2/Me
Hz, CDCl3): δ
 J = 8.4 Hz, 1
8.8 Hz, 1H), 
= 4.8, 2.8 Hz
4 (m, 1H), 4.
.25 (br, 1H)
 Hz, 1H), 2.
, 1.33 (d, J =
 (M+K)+[cal
rubicin (9) 
lution  of  Al
 H2O, 31.7 m
0°C. Then T
t was  stirred
29 µL, 207 µ
  the  dark, 
ith Et2O,  to 
  (CH2Cl2/Me
 as a red sol
78 (t, 1H), 7
, J = 4.9 Hz,
z, 1H), 5.57 
 J = 4.9, 2.1 
‐4.31 (m, 1H
 J = 4.3 Hz, 
 under Ar  f
mol) in dry
overnight.  T
remove DM
OH, 9:1), af
 13.96 (s, 1
H), 7.36‐7.2
6.63 (d, J = 6
, 2H), 4.71 (
04‐3.99 (m, 
, 3.10 (br, 1
07‐1.95 (m,
 6.6 Hz, 3H),
culated = 10
loc‐GFLG  pe
g, 207 µmo
EA  (29 µL, 2
 under Ar  f
mol) in dry
overnight.  T
remove DM
OH, 9:1), af
id. 1H‐NMR 
.38 (d, J = 8.6
 1H), 6.69 (d
(br, 1H), 5.5
Hz, 2H), 4.71
), 4.24‐4.15
1H), 3.76‐3.6
or 15 min. 
 DMF (2 mL
he  crude  r
F, TEA and 
fording the 
H), 13.29 (s,
8 (m, 3H), 7
.0 Hz, 1H), 5
s, 1H), 4.57 
1H), 3.92 (d
H), 2.99 (t, J
 1H), 1.83 (d
 0.92‐0.85 (m
56.52], 1016
ptide  (82.2
l) and EDC∙H
07 µmol) w
or 15 min. 
 DMF (4 mL
he  crude  r
F, TEA and 
fording, aft
(500 MHz, C
 Hz, 1H), 7.
, J = 7.7 Hz
3 (d, J = 3.7 
 (s, 1H), 4.5
 (m, 1H), 4.0
1 (m, 4H), 3
A  solution o
) was added
eaction mix
HOBt, and 
pure produ
 1H), 8.05 (d
.18 (d, J = 7.
.53 (d, J = 3
(dd, J = 11.3
, J = 3.3 Hz, 
 = 5.0 Hz, 1H
, J = 8.0 Hz
, 6H); ESI‐M
.3 (M‐1)‐ [ca
 mg,  172  µ
Cl (39.7 mg
as added, a
A  solution o
) was added
eaction mix
HOBt, and 
er precipitat
DCl3): δ 13.9
37‐7.28 (m, 
, 1H), 6.64 (
Hz, 1H), 5.31
6 (dd, J = 10
8 (br, 1H), 4
.32 (s, 1H), 
f doxorubic
, and the re
ture was  pr
it was  finally
ct  (138 mg, 
, J = 7.6 Hz
5 Hz, 2H), 7.
.6 Hz, 1H), 5
, 5.7 Hz, 1H
1H), 3.77‐3.
), 2.38 (d, J
, 1H), 1.70 (
S: 1040.5 (
lculated = 1
 
mol)  in  dry 
, 207 µmol) 
nd  the mix
f doxorubic
, and the re
ture was  pr
it was  finally
ion with Et2
6 (s, 1H), 13
3H), 7.17 (d,
d, J = 5.3 Hz
 (br, 1H), 5.2
.9, 5.5 Hz, 1H
.07 (s, 3H), 4
3.30‐3.23 (m
Experime
in∙HCl  (100 
action was s
ecipitated  a
 purified by
79%) as a r
, 1H), 7.78 (
13 (br, 1H), 
.32 (br, 1H), 
), 4.25 (br, 1
58 (m, 4H), 3
 = 14.7 Hz, 1
s, 1H), 1.45‐
M+Na)+ [calc
016.41]. 
DMF  (3 m
were added
ture was all
in∙HCl  (100 
action was s
ecipitated  a
 purified by
O, the pure
.28 (s, 1H), 8
 J = 6.8 Hz, 2
, 1H), 5.83 
9‐5.26 (m, 
), 4.44 (dd,
.01 (dd, J = 
, 1H), 3.10‐
ntal part 
121 
mg, 172 
tirred at 
nd  then 
 column 
ed solid. 
t, J = 8.1 
6.88 (br, 
5.20 (br, 
H), 4.08 
.30 (d, J 
H), 2.14 
1.39 (m, 
ulated = 
L),  HOBt 
, stirring 
owed  to 
mg, 172 
tirred at 
nd  then 
 column 
 product 
.05 (d, J 
H), 7.05 
(ddd, J = 
1H), 5.24 
 J = 13.0, 
16.3, 6.4 
3.02 (m, 
Chapter
122 
 
2H), 3.00
1H), 1.8
1.27 (m,
GFLG‐do
 
mL). Dim
stirred  a
cyclohex
excess d
95:5, the
product 
7.89‐7.8
2.8 Hz, 1
5.6 Hz, 1
(d, J = 1
8.3 Hz, 1
(m, 4H),
5.3.2 Fu
Fulleren
 
ethylam
120 °C f
column 
dissolve
brown s
 5 
 (t, J = 4.9 H
1 (dd, J = 13
 2H), 0.87 (d
xorubicin (1
Alloc‐GFLG‐d
edone (28 
t  r.t.,  unde
ane, and th
imedone, a
n 9:1), follo
(10 mg, 54%
1 (m, 1H), 7
H), 5.19 (br
H), 4.26‐4.2
6.9 Hz, 2H), 
H), 2.38 (d,
 1.27 (d, J = 6
llerene deriv
e 1 
A  toluene 
ino‐acetic a
or 20 min. T
chromatogr
d in CH2Cl2 a
olid. Charact
z, 1H), 2.38
.2, 4.6 Hz, 1
d, J = 12.4, 6
0) 
oxorubicin 
mg, 200 µmo
r Ar  and  in 
en washed 
nd once wit
wed by re‐p
) as a dark 
.59 (d, J = 8
, 1H), 4.74 (d
0 (m, 1H), 4
3.62 (br, 1H
 J = 14.0 Hz,
.5 Hz, 3H), 0
atives 
solution  (30
cid 3  (170 m
hen, the re
aphy  (tolue
nd precipita
erizations w
 (d, J = 15.0 
H), 1.63 (dd
.5 Hz, 6H).
9  (20 mg, 2
l) and Pd(P
the  dark,  fo
twice by pre
h Et2O. Puri
recipitation
red solid. 1H
.4 Hz, 1H), 7
, J = 3.6 Hz,
.13 (d, J = 12
), 3.25 (d, J
 1H), 2.19 (d
.90 (dd, J = 
0  mL)  of 
g, 560 µmo
action mixtu
ne,  followe
ted by addit
ere in accor
Hz, 1H), 2.1
, J = 16.9, 7
0 µmol) wa
Ph3)4 (2.3 mg
r  2  h.  Then
cipitation fr
fication by 
 from CH2C
‐NMR (500 
.20 (d, J = 4
 2H), 4.62 (d
.6 Hz, 1H), 4
= 17.1 Hz, 1
d, J = 14.7, 
20.2, 5.3 Hz
C60  (400  m
l) and p‐HC
re was allo
d  by  toluen
ion of MeO
dance with 
4 (dd, J = 14
.1 Hz, 1H), 1
 
s dissolved  i
, 2 µmol) w
,  the  crude
om CH2Cl2 w
column chro
l2/MeOH wi
MHz, CD3OD
.0 Hz, 3H), 7
d, J = 8.1, 5
.04 (s, 3H), 3
H), 3.15‐3.0
4.8 Hz, 1H), 
, 6H). 
 
g,  560  µm
HO  (167 mg
wed to reac
e/AcOEt  8:2
H, to yield fu
literature.2
.7, 4.0 Hz, 1
.32 (d, J = 6
n dry, deoxy
ere added. T
 was  precip
ith cyclohe
matography
th Et2O, yie
): δ 8.01 (d
.16‐7.10 (m,
.9 Hz, 1H), 4
.90 (d, J = 1
8 (m, 2H), 2
2.05‐1.96 (m
ol),  N‐Boc‐
, 5.56 mmo
h r.t., and  it
).  Finally,  t
llerene 1 (16
H), 2.02‐1.93
.5 Hz, 3H), 1
genated TH
he reaction
itated with 
xane, to rem
  (CH2Cl2/Me
lded the de
, J = 7.7 Hz,
 2H), 5.42 (d
.28 (dd, J = 
6.8 Hz, 2H), 
.92 (dd, J = 
, 1H), 1.67‐
amino‐dieth
l) was heate
 was purifie
he  product 
0 mg, 29%)
 (m, 
.31‐
F  (4 
 was 
cold 
ove 
OH, 
sired 
1H), 
, J = 
12.3, 
3.68 
14.0, 
1.52 
oxy‐
d at 
d by 
was 
 as a 
  
Fulle
 
slow
reac
resid
prod
liter
Fulle
 
FITC
dark
was
desi
1H),
6.53
(br, 
(M+
= 12
Fulle
 
soni
mL) 
over
rene 2 
Fulleren
ly added  to
h  r.t.  and  it
ue was was
uct, affordi
ature.2 
rene 3 
To a solu
 (9.7 mg, 25
, overnight.
hed by re‐pr
red product 
 10.04 (br, 1
 (s, 4H), 4.55
4H), 2 H of t
1)+ [calculat
82.16]. 
rene 4 
Fulleren
c bath. To th
and TEA  (4
night. Purifi
e 1  (140 mg
  the  solutio
 was  stirre
hed by re‐p
ng  fullerene
tion of fulle
 µmol) were
  Finally,  the
ecipitation f
(20 mg, 63%
H), 8.35 (s, 
 (s, 4H), 4.0
he ethylene
ed = 1284.1
e 2  (100 mg
is suspensio
1 µL, 298 µm
cation of re
, 141 µmol)
n, while  stir
d  for  4  h.  T
recipitation 
 2  in quant
rene 2 (25 m
 added, and
  crude mixt
rom toluene
) as an ochr
1H), 7.98 (b
1 – 3.94 (m,
 glycol chain
8], 1306.2 (M
, 99 µmol) 
n, a solution
ol) were a
action crude
 was dissolv
ring at 0°C.
he  solvent 
with CH2Cl2
itative yield
g, 25 µmol)
 the reactio
ure was  pre
, with MeO
e‐brown sol
r, 1H), 7.71 
 2H), 3.80 (d
 are probab
+Na)+ [calc
was suspend
 of succinic
dded. The  r
 by precipit
 
ed  in CH2Cl
 The  reactio
was  remove
in order to 
. Characteriz
 in dry DMF
n mixture w
cipitated w
H and from 
id. 1H‐NMR 
(br, 1H), 7.1
, J = 4.5 Hz, 
ly covered b
ulated = 130
 
ed  in dry C
 anhydride (
eaction mix
ation and w
2  (25 mL), a
n mixture w
d  under  va
remove any 
ations were
 
(4 mL), DIEA
as stirred at
ith MeOH  a
CH2Cl2 with 
(500 MHz, D
3 (d, J = 8.3 
2H), 3.75 (d,
y the H2O si
6.16], 1282
H2Cl2  (30 m
19.9 mg, 198
ture was  sti
ashing  in M
Experime
nd TFA  (25 
as  then all
cuum  and  t
trace of the
  in accorda
 (9 µL, 50 µ
 r.t., under A
nd  then  th
MeOH, to a
MSO‐d6): δ 
Hz, 1H), 6.6
 J = 4.2 Hz, 2
gnal; ESI‐MS
.1 (M‐1)‐ [ca
L) by sonica
 µmol) in C
rred at  r.t. 
eOH, to rem
ntal part 
123 
mL) was 
owed  to 
he  solid 
 starting 
nce with 
mol) and 
r, in the 
oroughly 
fford the 
10.09 (s, 
5 (s, 2H), 
H), 3.69 
: 1284.2 
lculated 
tion  in a 
H2Cl2 (10 
under Ar 
ove TEA 
Chapter
124 
 
and suc
(500 MH
3.62‐3.5
[calculat
Fulleren
  T
(11.8 mg
stirred a
DIEA (4 
in  the d
with Me
afforded
d6): δ 1
7.49 (d, 
(d, J = 5
(m, 2H),
3.26‐3.2
(m, Hz, 4
6.1  Hz, 
[calculat
 
 5 
cinic anhydr
z, CDCl3)  δ 
7  (m,  2H), 
ed = 995.16
e 5 
o a  solutio
, 23 µmol) i
t r.t. under 
µL, 23 µmol
ark overnig
OH and Et2
 the desired
4.05 (s, 1H),
J = 7.6 Hz, 1
.8 Hz, 1H), 4
 3.82 (br, 1H
0 (m, 2H), 3
H), 2.15 (d,
3H);  MAL
ed = 1106.2
ide, yielded
4.64  (s, 4H)
3.55‐3.45  (
], 1017.1 (M
n of  fulleren
n dry DMF (
Ar  for 20 m
) in dry DMF
ht. The  crud
O. Preparat
 product (9.
 13.30 (s, 1H
H), 5.39 (s, 1
.55 (d, J = 6
), 3.75‐3.68
.16‐3.06 (m,
 J = 4.0 Hz, 2
DI‐TOF‐MS: 
3], 800.32 (M
  the desired
, 4.10  (t,  J =
m,  4H),  2.6
+Na)+ [calcu
e 4  (15 mg
1 mL) and D
in. Then, a 
 (2 mL) was
e was prec
ive thin  laye
7 mg, 42%) 
), 7.98‐7.92
H), 5.23 (br
.0 Hz, 2H), 4
 (m, 2H), 3.6
 2H), 3.02 (d
H), 1.86‐1.7
1519.29,  M
‐C60+1) [ca
 
 product  (7
 5.5 Hz, 2H
9  (m,  2H), 
lated = 1017
, 15 µmol) 
IEA (4 µL, 23
solution of 
 added, and
ipitated upo
r chromatog
as a reddish
 (m, 2H), 7.
, 1H), 4.98‐4
.49 (s, 4H), 4
6‐3.58 (m, 2
, J = 18.0 Hz
3 (m, 1H), 1
‐1  [calcula
lculated = 80
3.8 mg, 75%
), 3.88‐3.83
2.58  (m,  2
.14], 993.1 (
in dry DMF 
 µmol) were
doxorubicin
 the reactio
n  addition 
raphy purif
/brown solid
82 (t, 1H), 7
.92 (m, 1H),
.10‐4.03 (m
H), 3.45 (t, J
, 1H), 2.93 (
.38 (dd, J = 
ted  =  151
0.33]. 
) as a brow
  (m, 2H), 3.
H);    ESI‐M
M‐1)‐ [calcu
 
(3 mL), a  so
 added and 
∙HCl  (10.5 m
n was stirred
of MeOH,  a
ication  (CH2
. 1H‐NMR (5
.69 (dd, J = 
 4.83 (t, J = 
, 1H), 4.00 (
 = 5.8 Hz, 2
d, J = 18.2 H
12.5, 4.0 Hz,
9.32],  1106
n solid.  1H‐
77‐3.72  (m, 
S:  995.2  (M
lated = 993.
lution of Py
the mixture
g, 18 µmol)
 at r.t. unde
nd  then wa
Cl2/MeOH, 9
00 MHz, DM
7.6, 2.1 Hz, 
6.0 Hz, 1H), 
s, 3H), 3.97‐
H), 3.43 (br,
z, 1H), 2.27‐
 1H), 1.11 (d
.23,  (M‐413
NMR 
2H), 
+1)+ 
14]. 
AOP 
 was 
 and 
r Ar 
shed 
2:8) 
SO‐
1H), 
4.67 
3.90 
 1H), 
2.18 
, J = 
.09) 
  
Foun
Fulle
 
mg, 
stirr
and 
und
was
92:8
DMS
8.03
7.45
4.95
4.46
(br, 
(t, J 
d and calcu
rene 6 
To a solu
15 µmol)  in
ed at r.t. un
DIEA  (3 µL,
er Ar  in  the 
hed with Me
) afforded t
O‐d6): δ 14
 (s, 1H), 7.94
 (d, J = 7.8 H
 (t, 1H), 4.8
‐4.39 (m, 1H
1H), 3.93 (t,
= 6.0 Hz, 2H
lated mass i
tion of fulle
 dry DMF  (0
der Ar for 2
 15 µmol)  in
dark overni
OH and Et2O
he desired p
.05 (s, 1H), 
‐7.91 (m, 2
z, 1H), 7.26
2 (t, J = 6.1 
), 4.20 (dd, 
 J = 5.6 Hz, 2
), 3.41 (br, 1
sotopic distr
rene 4 (10 m
.5 mL) and 
0 min. Then
 dry DMF  (
ght. The cru
. Preparativ
roduct (9.2
13.27 (s, 1H
H), 7.84 (d, J
‐7.19 (m, 3H
Hz, 1H), 4.74
J = 14.4, 8.3
H), 3.72 (dd
H), 3.28 (t, 
ibution for f
g, 10 µmol
DIEA  (3 µL,
, a solution
1.5 mL) was
de was pre
e thin layer 
 mg, 48%) a
), 8.29 (dd, 
 = 8.1 Hz, 1H
), 7.18‐7.12 
 (d, J = 5.9 
 Hz, 1H), 4.1
, J = 5.7, 3.7
2H), 3.21 (dd
ullerene 5:
) in dry DMF
15 µmol) w
of GFLG‐do
 added, and
cipitated up
chromatogr
s a reddish/
J = 5.8, 5.4 
), 7.76 (q, J
(m, 2H), 5.4
Hz, 1H), 4.56
4 (dd, J = 12
 Hz, 2H), 3.6
, J = 11.5, 5
 (2 mL), a so
ere added a
xorubicin 10
  the  reactio
on addition 
aphy purific
brown solid
Hz, 1H), 8.04
= 5.3 Hz, 1H
4 (s, 1H), 5.2
 (d, J = 6.0 
.7, 6.5 Hz, 1
5‐3.60 (m, 4
.6 Hz, 2H), 3
Experime
 
lution of Py
nd  the mix
 (11.1 mg, 1
n was stirre
of MeOH, a
ation (CH2Cl
. 1H‐NMR (5
 (d, J = 3.3
), 7.70‐7.63
3 (d, J = 3.0
Hz, 2H), 4.49
H), 3.99 (s, 3
H), 3.59 (t, 2
.04 (dd, J = 
ntal part 
125 
 
AOP (7.9 
ture was 
2 µmol) 
d at  r.t. 
nd  then 
2/MeOH, 
00 MHz, 
 Hz, 1H), 
 (m, 1H), 
 Hz, 1H), 
 (s, 4H), 
H), 3.95 
H), 3.46 
14.2, 3.9 
Chapter
126 
 
Hz, 1H), 
1H), 2.1
(d,  J = 6
1893.51
Found a
5.3.3 An
IgG‐SH 
  T
prepare
buffer w
20 equiv
the exce
6.5) at 4
be appro
 
 5 
2.97 (s, 2H)
2 (dd, J = 14
.5 Hz, 3H), 
], 1480.44, (
nd calculate
tibodies 
o an Ab so
d  solution o
as added, to
alents with 
ss of 2‐IT w
°C. The num
ximately 5 
, 2.84 (dd, J 
.2, 5.5 Hz, 1
0.83  (dd,  J =
M‐413.09) [c
d mass isoto
lution (1 mL
f 2‐iminothi
 reach a fin
respect to t
as removed
ber of free 
per Ab. 
= 14.0, 10.3 
H), 1.89‐1.7
 30.3, 6.4 H
alculated = 
pic distribut
, 67 μM) in 
olane∙HCl  (2
al 2‐IT conce
he Ab. The 
 by dialysis 
sulfhydryl g
 
Hz, 1H), 2.4
9 (m, 1H), 1
z, 6H); MA
1480.42], 11
ion for fulle
 
PBS (5 mM E
‐IT, Traut’s 
ntration of 
mixture was
(MWCO = 1
roups introd
5‐2.23 (m, 4
.58‐1.48 (m,
LDI‐TOF‐MS
74.53 (M‐C6
rene 6: 
DTA, 50 mM
reagent)  (90
1.3 mM, cor
 shaken for 
2‐14 kDa) a
uced was a
H), 2.19 (dd,
2H), 1.48‐1.
: 1893.61, M
0+1) [calcula
 NaHCO3, p
  μL, 14.5 m
responding t
1 h at r.t. a
gainst PBS  (
ssessed by E
 J = 14.3, 2.
39 (m, 2H), 
‐1  [calculat
ted = 1174.
H 7.8), a fre
M)  in  the  s
o approxim
nd subseque
5 mM EDTA
llman’s assa
7 Hz, 
1.12 
ed = 
52]. 
 
shly 
ame 
ately 
ntly 
, pH 
y to 
  
Fab’
 
fres
fina
resp
by s
scFv
 
fres
fina
resp
obta
5.3.4
s‐SW
 
for 1
was 
dilut
time
vacu
s‐SW
 
stirr
‐SH 
To a Fab
hly prepared
l  cysteamine
ect to Fab’. 
ize exclusion
‐SH 
To a scF
hly prepared
l cysteamine
ect to Fab’. 
ined by size
 CNT deriva
CNT‐1 
HiPCO S
2 h under A
added, allo
ed  in water
s with H2O,
um, yielding
CNT‐2 
s‐SWCNT
ed at 100°C 
’ solution  (1
 cysteamine
  concentrat
The mixture
 chromatog
v solution  (
 cysteamine
 concentrat
The mixture
 exclusion ch
tives 
WCNTs (100
r atmosphe
wing air  in, 
 and  filtere
 up to a neu
 770 mg of 
s‐1 (100 m
for 48h und
.8 mL, 123 
 solution (3
ion of 4 mM
 was shaken
raphy purific
7.5 mL, 20 µ
 solution (15
ion of 4 mM
 was shake
romatograp
0 g) were d
re. Then, of 
and  stirring
d  (pore  size 
tral pH  in t
s‐SWCNT‐1.
g) were disp
er Ar atmosp
µM)  in 50 m
6 µL, 200 m
,  correspo
 for 2 h at 
ation. 
M)  in 50 m
0 µL, 200 m
, correspon
n for 2 h at 
hy purificat
ispersed in o
mixture of o
  the mixtur
= 5 µm). A
he filtrate, M
ersed  in aqu
here (in a P
M sodium 
M) in the sa
nding  to app
r.t. and then
M sodium 
M) in the sa
ding to app
r.t. and sub
ion. 
 
leum (500 m
leum and aq
e at 65°C  fo
fterwards,  t
eOH and E
 
eous NaOH
TFE flask). A
acetate  (2 m
me buffer w
roximately 
 the pure F
acetate  (2 m
me buffer w
roximately 2
sequently th
L), and the
ueous nitric
r 2h. The  re
he material 
t2O and fina
 8M (100 m
fterwards, C
Experime
M EDTA, p
as added, to
32 equivale
ab’‐SH was 
M EDTA, p
as added, to
00 equivale
e pure scFv
 mixture wa
 acid (65%) 
action mixt
was washed
lly dried un
L) by sonica
NTs were se
ntal part 
127 
H 5.6), a 
 reach a 
nts with 
obtained 
H 5.6), a 
 reach a 
nts with 
‐SH was 
s stirred 
(500 mL) 
ure was 
  several 
der high 
tion and 
parated 
Chapter
128 
 
from  th
washed 
In order
in 0.1 M
and Et2O
s‐SWCNT
 
steel gri
the  plan
Chapter
sonicatio
cycles  o
dissolve
size  =  0
SWCNT‐
s‐SWCNT
  T
differen
supplied
conditio
s‐DWCN
 
min. A s
µmol)  in
The  resu
 5 
e  dissolved 
with H2O, M
 to perform 
 HCl and su
. 
‐3 (A, B, C a
In a typical e
nding  jar wi
etary mill. 
 2.2. After  t
n for 5 min
f  sonication
d Fe3+ speci
.1  μm) with
3A, B, C and
‐4 (B, C, E a
he prepara
ce  that  the 
 with N2, an
n and final w
T‐1 
A suspensio
olution of E
 DMF (5 mL
lting NHS‐a
amorphous
eOH and Et2
Raman anal
bsequently f
nd D) 
xperiment, 
th eight stai
The  differen
he  correspo
, and filtere
  and  centr
es disappea
  H2O, MeO
 D. The weig
nd F) 
tion  followe
starting wei
d that the 
eight yields
n of s‐DWCN
DC∙HCl (19.2
) was added
ctivated  s‐D
material  by
O to afford,
ysis, the aqu
iltering it (p
30 mg of pr
nless steel b
t  rotationa
nding  treat
d (pore size 
ifugation  w
red. Afterwa
H  and  Et2O
ht yields are
d  the  same
ghting oper
grinding  jar 
 are reporte
T (10 mg)  i
 mg, 100 µm
 and the re
WCNT were
  filtration  (
 after high v
eous filtrate
ore size = 0.
istine SWCN
alls (1 cm d
l  speed  and
ment,  the  s
= 0.1 μm). T
ith  HCl  37%
rds,  the s‐S
  and  finally
 reported in
 protocol a
ation was p
was sealed 
d in Table 1 
n DMF (5 m
ol), NHS (1
action mixtu
  then wash
pore  size  = 
acuum dryin
 was neutra
45 µm), and
Ts were int
iameter), w
  times  used
‐SWCNTs we
he collecte
  (w/w)  unt
WCNTs wer
  dried  unde
 Table 1 of C
s  the one  fo
erformed  in
before placi
of Chapter 2
 
L) was sonic
1.5 mg, 100
re was stirr
ed  several 
0.45  µm), 
g, 40 mg of 
lized by stir
 washing it w
roduced in a
hich was the
  are  detaile
re  suspend
d black solid
il  the  yello
e washed by
r  high  vacu
hapter 2.2. 
r  s‐SWCNT‐
side a glove
ng  it within 
.2. 
ated  in a w
 µmol) and 
ed for 24 h 
times with 
and    thorou
s‐SWCNT‐2. 
ring the solu
ith H2O, M
 25 mL stai
n placed w
d  in  Table 
ed  in CH2Cl
 was purifie
w  color  du
  filtration  (
um  affordin
3, with  the 
box worksta
the mill. M
ater bath fo
DIEA (17 µL,
at r.t. unde
isopropanol
ghly 
tion 
eOH 
nless 
ithin 
1  of 
2, by 
d by 
e  to 
pore 
g  s‐
only 
tion 
illing 
r 20 
 100 
r Ar. 
  and 
  
diet
sequ
 
μM)
decr
reac
thor
spec
and 
gram
s‐DW
 
adde
reac
redu
ethy
bath
wer
drie
 
diox
was
vacu
s‐DW
 
neut
male
for 2
was
hyl ether by
ences, and 
NHS act
 in PBS (pH 
ease of  IgG 
tion. Finally
oughly  with
troscopy. Th
stored at 4 
 of CNTs. 
CNT‐2 
s‐DWCN
d and  the 
tion was  sti
ced pressur
l amine 1 (1
 for 30 min.
e washed se
d under high
Then, th
ane  (100 m
hed  by  filtra
um. The deg
CNT‐3 
s‐DWCN
ralized  wi
imidopropi
0 min and t
hed by filtra
 successive 
they were fi
ivated s‐DW
7.4) and the
concentrati
, the suspen
  PBS  (pH 
e resulting 
°C. The degr
Ts (100 mg)
reaction wa
rred at 75°C
e. The CNTs
00 mg, 403
 Then the re
veral times 
 vacuum.  
e Boc group
L), by sonica
tion  (pore 
ree of funct
Ts‐2  (20  m
th  dry  D
onate (12.8 
hen stirred 
tion (pore si
sonication  (
nally dried u
CNT (10 mg)
 mixture wa
on  in the su
sion was ce
7.4)  until 
Ab conjugat
ee of functi
were suspe
s sonicated 
 under Ar  f
 were susp
 µmol) was 
action mixtu
by  filtration
 was cleave
tion  for 30 
size  =  0.45 
ionalization
g,  2.4  μmo
IEA  (21  µ
mg, 48 μmo
at r.t. under
ze = 0.45 μm
water bath)
nder high va
 were dispe
s shaken fo
pernatant, a
ntrifuged an
no  Ab  was
e s‐DWCNT‐
onalization, 
nded in thio
in a water b
or 24 h. Af
ended again
added to th
re was heat
  (pore size 
d by disper
min, and st
μm) with D
, determine
l  of  amine 
L,  120  μ
l) in DMF (2
 Ar for 48 h.
) with DMF
, centrifugat
cuum. 
rsed in 20 m
r 60 h at r.t.
fter centrif
d the precip
  detected 
2 was dialys
determined
nyl chloride 
ath  for 30 
ter  this peri
  in dry pyrid
e mixture, fo
ed at 90°C u
= 0.45 μm) 
sing CNTs  (1
irring  it at r
MF, MeOH 
d by Kaiser t
groups)  we
mol).  A 
 mL) was ad
 The obtaine
, MeOH and
ion and rem
L of IgG solu
, monitoring
ugation of a
itate was co
in  the  supe
ed against P
by TGA, wa
 
(20 mL), the
min under A
od  the  solve
ine and N‐
llowed by s
nder Ar for 
with DMF, M
00 mg)  in a
.t. overnight
and  Et2O  an
est, was 120
 
re  suspende
solution  o
ded. The rea
d s‐DWCNT
 Et2O, and th
Experime
oval of sup
tion (0.45 m
 the reactio
 small aliquo
llected and
rnatant  (by
BS (pH 7.4)
s 2.1 µmol o
n DMF (0.4 
r. Subseque
nt was drie
Boc‐amino‐d
onication in
96 h. The na
eOH and E
 4 M HCl so
. The DWCN
d  dried  un
 μmol/g. 
d  in  dry  D
f  N‐succin
ction was s
s‐3 were ex
en dried un
ntal part 
129 
ernatant 
g/mL, 3 
n by the 
t of the 
 washed 
  UV‐vis 
 for 24 h 
f Ab per 
mL) was 
ntly  the 
d under 
iethoxy‐
 a water 
notubes 
t2O, and 
lution  in 
Ts were 
der  high 
MF  and 
imidyl‐3‐
onicated 
tensively 
der high 
Chapter
130 
 
vacuum
the one 
s‐DWCN
  T
solution
r.t., mo
centrifug
thoroug
spectros
mg/mL i
per gram
s‐DWCN
  s
20  min
paraform
and the 
filtration
  T
dioxane 
washed 
vacuum
s‐DWCN
 5 
. The degree
of s‐DWCNT
T‐4 
he  maleim
 (0.45 mg/m
nitoring  the
ation  of  a 
hly  with  PB
copy). The r
n PBS (pH 7
 of CNTs. 
T‐5 
‐DWCNTs (1
.  N‐Boc‐am
aldehyde (
reaction mi
 (pore size =
hen, the Bo
(100 mL), 
by  filtration
. The degree
T‐6 
 of functiona
‐2, was 60 μ
ido‐derivatiz
L, 3 μM) in P
  reaction  by
small  aliqu
S  (pH  7.4)
esulting Ab
.4). The deg
00 mg) wer
ino‐dietho
294 mg, 9.8 
xture was h
 0.45 μm) w
c group wa
by  sonicatio
  (pore  size 
 of functiona
lization, det
mol/g (Yield
ed  s‐DWCN
BS (5 mM E
  the  decrea
ot  of  the  r
  until  no 
‐conjugate s
ree of functi
e suspended
xy‐ethylamin
mmol) were
eated at 120
ith DMF, Me
s cleaved by
n  for  30 m
=  0.45  μm)
lization, det
ermined by
: 50%). 
T‐3  (10  mg
DTA, pH 6.5
se  of  IgG  c
eaction.  Th
Ab  was  de
‐DWCNT‐4 w
onalization, 
 in 100 mL o
o‐acetic  a
 added port
 °C for 2 da
OH and Et2
 dispersing
in,  and  stirr
 with DMF,
ermined by
 comparison
)  were  disp
) and the m
oncentratio
e  CNTs  we
tected  in  t
ere stored 
determined
 
f DMF and 
cid  3  (30
ion‐wise ove
ys. CNTs we
O and dried 
CNTs  (100 
ing  it  at  r.t
 MeOH  and
 the Kaiser t
 
 of the Kaise
 
ersed  in  2
ixture was sh
n  in  the  su
re  centrifug
he  superna
at 4 °C as d
 by TGA, wa
sonicated in 
0  mg,  98
r 2 days (1 a
re washed 
under high v
mg)  in a 4 M
.  overnight. 
  Et2O  and  d
est, was 80 μ
r test value 
0  mL  of  Ig
aken for 60
pernatant, 
ed  and  wa
tant  (by  U
ispersions o
s 2.2 µmol o
a water bat
0  µmol) 
ddition per 
several time
acuum.  
 HCl solutio
The  CNTs w
ried  under 
mol/g. 
with 
G‐SH 
 h at 
after 
shed 
V‐vis 
f 0.5 
f Ab 
h for 
and 
day) 
s by 
n  in 
ere 
high 
  
 
neut
(8.5 
stirr
(por
of  f
DWC
s‐DW
 
solu
r.t., 
cent
thor
spec
mg/
per 
s‐MW
 
mixt
24 h
volu
H2O
high
s‐MW
s‐DWCN
ralized with
mg, 32 μm
ed at r.t. un
e size = 0.45
unctionaliza
NT‐5, was 3
CNT‐7 
The  ma
tion (0.45 m
monitoring 
rifugation o
oughly  with
troscopy). T
mL in PBS (p
gram of CNT
CNT 
Pristine 
ure (3:1 v/v
, keeping te
me of 150 m
 until filtrate
 vacuum (we
CNT‐1 
T‐5  (20  mg
 dry DIEA (1
ol)  in DMF  (
der Ar for 48
 μm) with D
tion,  determ
0 μmol/g (Y
leimido‐deri
g/mL, 3 μM
the  reactio
f a small aliq
  PBS  (pH 
he resulting
H 7.4). The 
s. 
MWCNTs  (
, 98% and 6
mperature 
L and the m
 reached a 
ight yield: 7
,  1.6  μmol 
4 µL, 80 μm
2 mL) was a
 h. The obt
MF, MeOH a
ined  by  co
ield: 38%).
vatized  s‐DW
) in PBS (5m
n  by  the  de
uot of the r
7.4)  until 
 Ab‐conjuga
degree of fu
100  mg)  we
5%, respecti
below 50°C.
ixture was 
neutral pH, 
0%). 
of  amine 
ol). A soluti
dded. The  r
ained s‐DWC
nd Et2O, an
mparison  o
CNT‐6  (10
M EDTA, pH
crease  of  I
eaction. Fin
no  Ab  was
te s‐DWCNT
nctionalizat
re  disperse
vely), and th
 Deionized w
filtered (por
then  in Me
groups)  we
on of N‐succ
eaction was
NTs‐6 were
d then dried
f  the  Kaiser
  mg)  were 
 6.5) and th
gG  concent
ally, the CNT
  detected 
‐7 were sto
ion, determ
 
d  in  50  mL
e mixture w
ater was th
e size = 0.1 
OH and Et2O
re  suspende
inimidyl‐3‐m
 sonicated  f
 extensively 
 under high 
  test  value 
 
dispersed  i
e mixture wa
ration  in  the
s were cent
in  the  supe
red at 4 °C 
ined by TGA
  of  aq.  sulf
as sonicated
en carefully
μm), and wa
. Finally CN
 
Experime
d  in  dry  D
aleimidopr
or 20 min a
washed by 
vacuum. Th
with  the  o
n  20  mL  o
s shaken fo
  supernata
rifuged and
rnatant  (by
as dispersio
, was 2.6 µm
uric  acid/ni
 in a water
 added up t
shed by filt
Ts were drie
ntal part 
131 
MF  and 
opionate 
nd  then 
filtration 
e degree 
ne  of  s‐
f  IgG‐SH 
r 60 h at 
nt,  after 
 washed 
  UV‐vis 
ns of 0.5 
ol of Ab 
tric  acid 
 bath for 
o a final 
ration in 
d under 
Chapter
132 
 
  s
added a
reaction
reduced
amine 5
for 30 m
washed 
under hi
 
20  min
paraform
and the 
filtration
 
was add
were wa
vacuum,
was 170
s‐MWCN
  s
DIEA (74
sonicate
the dark
and  Et2
function
1, was 6
s‐MWCN
 5 
‐MWCNTs (
nd  the reac
 was stirred
 pressure. T
 (150 mg, 3
in. Then the
several time
gh vacuum. 
CNTs (100 m
.  N‐Boc‐am
aldehyde (
reaction mi
 (pore size =
Finally, CNTs
ed. After  so
shed by filt
 to afford s
 μmol/g. 
T‐2A 
‐MWCNT‐1
 µL, 425 µm
d for 20 min
. Reaction m
O  and  fina
alization, de
0 μmol/g (Yi
T‐2B 
100 mg) we
tion was son
   at 60°C un
he CNTs we
82 µmol) wa
 reaction mi
s by filtratio
g) were the
ino‐dietho
294 mg, 9.8 
xture was h
 0.1 μm) wit
 (100 mg) w
nication  for
ration (pore 
‐MWCNT‐1. 
 (50 mg, 8.5
ol) and FITC
 under Ar a
ixture was 
lly  dried  u
termined by
eld: 35%). 
re suspende
icated  in a 
der Ar  for 
re suspende
s added to 
xture was he
n (pore size
n suspended
xy‐ethylamin
mmol) were
eated at 120
h DMF, MeO
ere dispers
 20 min,  th
size = 0.1 μ
The degree 
 μmol of am
 (99.3 mg, 2
nd in the da
filtered (por
nder  high 
 compariso
d in oxalyl c
water bath 
24 h. After 
d again  in d
the mixture
ated at 70°
 = 0.1 μm) w
 in 100 mL o
o‐acetic  a
 added port
 °C for 2 da
H and Et2O
ed in EtOH (
e dispersion
m) with EtO
of function
ine groups) 
55 µmol) w
rk, and then
e size = 0.1 
vacuum  to
n of the Kais
hloride (20 
for 30 min 
this period  t
ry THF and
, followed b
C under Ar f
ith DMF, M
f DMF and 
cid  3  (30
ion‐wise ove
ys. CNTs we
 and dried u
100 mL) and
 was  stirred
H, MeOH an
alization, de
were disper
ere added a
 stirred at r
μm) and the
afford  s‐M
er test valu
mL), then D
under Ar. Su
he solvent 
N‐Pht‐amin
y sonication
or 48 h. The 
eOH and Et2
sonicated in 
0  mg,  98
r 2 days (1 a
re washed 
nder high va
 hydrazine 
 overnight a
d Et2O and 
termined by
 
sed in dry D
nd the react
.t. overnight
n washed w
WCNT‐2A. 
e with the o
 
MF (0.4 mL)
bsequently
was dried u
o‐diethoxy‐e
  in a water 
nanotubes w
O, the and d
a water bat
0  µmol) 
ddition per 
several time
cuum. 
hydrate (600
t  r.t.. The C
dried under 
 the Kaiser 
MF (10 mL)
ion mixture
 under Ar an
ith DMF, M
The  degre
ne of s‐MW
 was 
, the 
nder 
thyl 
bath 
ere 
ried 
h for 
and 
day) 
s by 
 µL) 
NTs 
high 
test, 
. Dry 
 was 
d in 
eOH 
e  of 
CNT‐
  
 
DIEA
soni
filte
high
of th
s‐MW
 
soni
filtra
degr
one,
s‐MW
 
and 
male
for 2
size 
func
35 μ
s‐MWCN
 (74 µL, 425
cated for 20
red (pore siz
 vacuum to 
e Kaiser tes
CNT‐3A an
s‐MWCN
cation  for 3
tion  (pore 
ee of functi
 was 35 μmo
CNT‐4A an
s‐MWCN
neutralize
imidopropi
0 min and 
= 0.1  μm) w
tionalization
mol/g (Yield
T‐1 (50 mg,
 µmol) and 
 min under 
e = 0.1 μm) 
afford s‐MW
t value with 
d 3B 
T‐2A and 2B
0 min, and 
size = 0.1  μ
onalization, 
l/g in both 
d 4B 
T‐3A and 3
d  with  dr
onate (3.7 m
then stirred 
ith DMF, M
, determine
: 100%) in b
 8.5 μmol of
DTPA (91.1 m
Ar, and then
and then w
CNT‐2B. The
the one of s
 (40 mg) we
stirring  it at 
m) with DM
determined
cases. 
B  (20 mg, 0
y  DIEA  (6
g, 14 μmol
at r.t. unde
eOH and E
d by compa
oth cases. 
 amine grou
g, 255 µmo
 stirred at r
ashed with D
 degree of f
‐MWCNT‐1,
re dispersed
r.t. overnig
F, MeOH  a
 by compari
.7  μmol of 
  µL,  35 
)  in DMF (2 
r Ar for 48 h
t2O, and  the
rison of the
ps) were di
l) were add
.t. overnight
MF, MeOH 
unctionaliza
 was 50 μmo
 in a 4 M HC
ht. The CNT
nd Et2O  and
son of the K
amine group
μmol).  A 
mL) was ad
. The CNTs 
n dried und
 Kaiser test 
spersed in d
ed and the r
 under Ar. R
and Et2O an
tion, determ
l/g (Yield: 29
l solution in
s were subs
 dried unde
aiser test va
s) were  sus
solution  o
ded. The rea
were washe
er high vac
value with t
Experime
ry DMF (10 
eaction mix
eaction mix
d finally drie
ined by com
%). 
 
 dioxane (40
equently wa
r high  vacu
lue with the
 
pended  in 
f  N‐succin
ction was s
d by filtrati
uum. The d
he starting o
ntal part 
133 
mL). Dry 
ture was 
ture was 
d under 
parison 
 mL), by 
shed by 
um. The 
 starting 
dry DMF 
imidyl‐3‐
onicated 
on (pore 
egree of 
ne, was 
Chapter
134 
 
s‐MWCN
  T
Fab’‐SH 
for  37 
superna
centrifug
superna
as dispe
was 1.5 
s‐MWCN
  T
scFv‐SH 
for  22 
superna
centrifug
superna
as dispe
was 3.3 
 
 5 
T‐5A and 5B
he maleim
solution (0.4
h  at  r.t.,  m
tant,  after 
ed  and  wa
tant (by UV‐
rsions of 0.5
and 1.4 µmo
T‐6A and 6B
he maleim
solution (0.1
h  at  r.t.,  m
tant,  after 
ed  and  wa
tant (by UV‐
rsions of 0.5
and 3.1 µmo
 
ido‐derivatiz
 mg/mL, 8.
onitoring 
centrifugatio
shed  thoro
vis spectros
 mg/mL in P
l of Fab’ per
 
ido‐derivatiz
6 mg/mL, 5
onitoring 
centrifugatio
shed  thoro
vis spectros
 mg/mL in P
l of scFv per
ed  s‐MWCN
4 µM) in PB
the  reaction
n  of  a  sma
ughly  with 
copy). The re
BS (pH 7.4). 
 gram of CN
ed  s‐MWCN
.2 µM) in PB
the  reaction
n  of  a  sma
ughly  with 
copy). The re
BS (pH 7.4). 
 gram of CN
 
T‐4A  and  4
S (5 mM ED
  by  the  d
ll  aliquot  o
PBS  (pH  7
sulting Fab’
The degree 
Ts, respectiv
T‐4A  and  4
S (5 mM ED
  by  the  d
ll  aliquot  o
PBS  (pH  7
sulting scFv
The degree 
Ts, respectiv
B  (10 mg) w
TA, pH 6.5) 
ecrease  of 
f  the  react
.4)  until  no
‐MWCNT co
of functiona
ely. 
B  (10 mg) w
TA, pH 6.5) 
ecrease  of 
f  the  react
.4)  until  no
‐MWCNT co
of functiona
ely. 
ere  disper
and the mix
Fab’  conce
ion.  Finally, 
  Fab’  was 
njugates we
lization, det
ere  disper
and the mix
scFv  conce
ion.  Finally, 
  scFv  was 
njugates we
lization, det
 
sed  in  20 m
ture was sh
ntration  in
the  CNTs  w
detected  in
re stored at
ermined by 
 
sed  in  20 m
ture was sh
ntration  in
the  CNTs  w
detected  in
re stored at
ermined by 
L  of 
aken 
  the 
ere 
  the 
 4 °C 
TGA, 
L  of 
aken 
  the 
ere 
  the 
 4 °C 
TGA, 
  
MW
 
297 
soni
reac
proc
‐ 1 m
‐ 2 m
‐ 60 
Then
DMF
MW
 
adde
was
und
Kais
MW
 
succ
soni
Reac
and 
CNT‐7 
Pristine 
µmol),  and
cation in a q
tion was pe
edure, in or
in, 120°C 
in, 140°C 
min, 160°C 
, CNTs were
, MeOH and
CNT‐8 
MWCNT
d. After so
hed by filtra
er high  vacu
er test, was 
CNT‐9 
MWCNT
inic  anhydr
cated  for  20
tion mixtur
finally  drie
MWCNTs  (1
  p‐HCHO  (8
uartz micro
rformed in t
der to caref
 re‐disperse
 Et2O, to aff
‐7 (90 mg) w
nication for 
tion (pore si
um,  to  affo
100 μmol/g.
‐8  (50 mg, 
ide  (5 mg,  5
 min  unde
e was filtere
d  under  hig
00 mg),  N‐
9.3  mg,  2.
wave tube. 
he microwav
ully control t
d in DMF (2
ord, after hi
ere dispers
20 min, the
ze = 0.45 μm
rd MWCNT
 
5 µmol of  a
0  µmol)  an
r Ar,  and  th
d (pore size 
h  vacuum 
Boc‐amino‐d
97  mmol)  w
Then, the so
e reactor, w
emperature
00 mL) and 
gh vacuum d
ed in EtOH (
 dispersion 
) with EtOH
‐8.  The deg
mine  group
d  TEA  (7  µ
en  the  reac
= 0.45 μm) 
to  afford  M
iethoxy‐eth
ere  suspen
lvent was e
ith a 50 W 
 increase: 
washed by f
rying the fin
100 mL) and
was stirred 
, aq. HCl 1N
ree of  funct
s) were dis
L,  50  µmol)
tion was  st
and then wa
WCNT‐9.  T
 
ylamino‐ace
ded  in  CH2
vaporated b
power, using
iltration (po
al CNTs.  
 
 hydrazine h
overnight at
, H2O, MeOH
ionalization,
 
persed  in dr
 were  adde
irred  at  r.t.,
shed with D
he  degree 
Experime
tic  acid  7  (
Cl2  (4  mL) 
y a N2 flow,
 a step‐wise
re size = 0.4
ydrate (540
 r.t.. The CN
 and Et2O a
 determine
y DMF  (20 
d.  The mixt
  under Ar  f
MF, MeOH 
of  functiona
ntal part 
135 
100 mg, 
by  little 
 and the 
 heating 
5 μm) in 
 µL) was 
Ts were 
nd dried 
d by  the 
mL)  and 
ure was 
or  24  h. 
and Et2O 
lization, 
Chapter
136 
 
determi
(Yield: 5
MWCNT
  T
solution
µmol) in
min  und
subsequ
detected
were  dr
µmol of 
MWCNT
  T
solution
mg, 1.65
under A
washed 
filtrate  (
under  h
doxorub
s‐MWCN
 5 
ned by com
5%). 
‐10 
o a dispers
 of PyAOP (2
 dry DMF (2
er  Ar,  and
ently washe
 in the filtra
ied  under  h
doxorubicin
‐11 
o a dispers
 of PyAOP  (
 µmol) and
r, and then 
by  filtration
by UV‐vis  s
igh  vacuum
icin per gram
T 
parison of  t
ion of MWC
.6 mg, 5 µm
mL) and DIE
  then  it  wa
d  by  filtrat
te (by UV‐v
igh  vacuum
 per gram of
ion of MWC
2.6 mg, 5 µ
 DIEA  (6 µL
it was stirred
  (pore size 
pectroscopy
.  The  degre
 of CNTs. 
he Kaiser  te
NT‐9 (15 mg
ol)  in dry D
A (6 µL, 33 µ
s  stirred  at
ion  (pore  si
is spectrosc
.  The  degre
 CNTs. 
NT‐9 (15 mg
mol)  in dry 
, 33 µmol) w
 at r.t. unde
= 0.45 μm) 
),  and  then
e  of  functi
st value wit
, 0.83 µmol 
MF (1 mL), 
mol) were a
  r.t.  under
ze  =  0.45  μ
opy), and th
e  of  functio
, 0.83 µmol 
DMF  (1 mL)
ere added
r Ar in the 
with DMF u
 with MeOH
onalization,
h  the one o
of carboxyl
a solution o
dded. The m
  Ar  in  the 
m) with DM
en with MeO
nalization,  d
of carboxyl
, a solution 
. The mixtur
dark overnig
ntil no doxo
  and  Et2O 
  determined
 
f MWCNT‐8
 
groups) in d
f doxorubici
ixture was 
dark  overni
F  until  no 
H and Et2O
etermined 
 
groups) in d
of GFLG‐dox
e was  sonic
ht. CNTs we
rubicin was
and  finally 
  by  TGA,  w
, was 55 μm
ry DMF (3 m
n∙HCl (2.4 m
sonicated fo
ght.  CNTs  w
doxorubicin 
 and finally 
by  TGA, wa
ry DMF (3 m
orubicin 10
ated  for 20
re subseque
 detected  in
they were  d
as  45  µmo
ol/g 
L), a 
g, 4 
r 20 
ere 
was 
they 
s  75 
L), a 
  (1.5 
 min 
ntly 
  the 
ried 
l  of 
  
 
mixt
10 h
volu
H2O
high
s‐MW
 
µmo
und
µmo
over
doxo
and 
TGA
s‐MW
 
µmo
und
27 µ
over
doxo
and 
TGA
 
Pristine 
ure (3:1 v/v
, keeping te
me of 150 m
 until filtrate
 vacuum (we
CNT‐12 
To a disp
l) in dry DM
er Ar for 20 
l)  in dry DM
night. CNTs
rubicin was
finally they 
, was 55 µm
CNT‐13 
To a disp
l) in dry DM
er Ar for 20 
mol) in dry 
night. CNTs
rubicin was
finally they 
, was 40 µm
MWCNTs  (
, 98% and 6
mperature 
L and the m
 reached a 
ight yield: 8
ersion of s‐
F (1 mL) and
min. Then, 
F  (2 mL) w
 were subse
 detected in
were dried 
ol of doxoru
ersion of s‐
F (1 mL) and
min. Then, a
DMF (2 mL)
 were subse
 detected in
were dried 
ol of doxoru
100  mg)  we
5%, respecti
below 50°C.
ixture was 
neutral pH, 
0%). 
MWCNT (15
 DIEA (5 µL,
a solution o
as added, a
quently was
 the filtrate 
under high v
bicin per gra
MWCNT (15
 DIEA (5 µL,
 solution of
 was added,
quently was
 the filtrate 
under high v
bicin per gra
 
re  disperse
vely), and th
 Deionized w
filtered (por
then  in Me
 mg) in dry D
 27 µmol) w
f doxorubici
nd  the  reac
hed by filtra
(by UV‐vis s
acuum. The
m of CNTs.
 mg) in dry D
 27 µmol) w
 GFLG‐doxor
 and the rea
hed by filtra
(by UV‐vis s
acuum. The
m of CNTs.
d  in  50  mL
e mixture w
ater was th
e size = 0.1 
OH and Et2O
MF (3 mL), 
ere added a
n∙HCl (1.6 m
tion was sti
tion (pore s
pectroscopy
 degree of f
MF (3 mL), 
ere added a
ubicin 10 (2
ction was st
tion (pore s
pectroscopy
 degree of f
  of  aq.  sulf
as sonicated
en carefully
μm), and wa
. Finally CN
 
a solution o
nd the mixtu
g, 2.7 µmol
rred at  r.t. u
ize = 0.1 μm
), and then w
unctionaliza
 
a solution o
nd the mixtu
.5 mg, 2.7 µ
irred at r.t. 
ize = 0.1 μm
), and then w
unctionaliza
Experime
uric  acid/ni
 in a water
 added up t
shed by filt
Ts were drie
f PyAOP (4.3
re was stirr
) and DIEA 
nder Ar  in 
) with DMF
ith MeOH 
tion, determ
f PyAOP (4.3
re was stirr
mol) and DI
under Ar in 
) with DMF
ith MeOH 
tion, determ
ntal part 
137 
tric  acid 
 bath for 
o a final 
ration in 
d under 
 mg, 8.2 
ed at r.t. 
(5 µL, 27 
the dark 
 until no 
and Et2O 
ined by 
 mg, 8.2 
ed at r.t. 
EA (5 µL, 
the dark 
 until no 
and Et2O 
ined by 
Chapter 5 
138 
 
5.4 References 
1.  G. Pastorin, W. Wu, S. Wieckowski, J.‐Paul Briand, K. Kostarelos, M. Prato, and A. Bianco, 
Chem. Commun., 2006, 1182‐1184. 
2.  K.  Kordatos,  T.  D.  Ros,  S.  Bosi,  E.  Vazquez,  M.  Bergamin,  C.  Cusan,  F.  Pellarini,  V. 
Tomberli, B. Baiti, D. Pantarotto, V. Georgakilas, G. Spalluto, and M. Prato, J. Org. Chem., 
2001, 66, 4915‐4920. 
